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GLOSARIO

Aclimatar: Ajuste de un organismo a nuevas condiciones ambientales

Aireador: Equipo usado para introducir aire en el agua, estos pueden ser sistemas

mecanicos, gravitacionales y de difusion.

Aerobico: Condicion o proceso donde esté presente el oxigeno gaseoso.

Alcalino: Que tiene un pH mayor a 7.

Analito: En quimica analitica un analito es el componente (elemento, compuesto
o0 ion) de interés analitico de una muestra. Son especies quimicas cuya presencia o
concentracion se desea conocer. El analito es una especie quimica que puede ser
identificado y cuantificado, es decir, determinar su cantidad y concentracion en un
proceso de medicion quimica, constituye un tipo particular de mensurando en la

metrologia quimica.

Bioensayo: Experimento que se hace utilizando organismos vivos, bajo

condiciones y ambientes controlados.

Biomasa: Suma total de la materia de los seres que viven en un ecosistema
determinado, expresada habitualmente en peso estimado por unidad de area o de

volumen.

Cefalotorax: “Cabeza” del camaron; estructura que contiene Organos y tejidos

propios del torax y de la cabeza.
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Fagocitosis: La fagocitosis es la mas comdn de las reacciones de los organismos.
Son procesos digestivos enzimaticos propios, se observan en las células
fagocitarias otros fendmenos que conducen a la formacién de radicales de

oxigeno, altamente reactivos y toxicos.

Hemograma: (Cuantificacion de células hemocitarias), el hemograma
corresponde a la determinacion del nimero de hemocitos/ml de hemolinfa
extraida del camardn con una solucion anticoagulante. La cuantificacion de las
células se realiza por observacion microscépica (fotonica) en un Hemocitometro

de tipo Neubauer.

Hemocito: Células caracteristicas responsables de la respuesta inmune de los
crustaceos. Seran estudiados con detalle en la unidad correspondiente al sistema

inmunoldgico.

Hemocito hialino: Presentan un delgado citoplasma basofilo, un nucleo amplio y
céntrico. son células que se adhieren y se extienden facilmente, no contienen
granulos densos los hemocitos hialinos inician la defensa contra patdgenos
externos con el proceso de coagulacion, un mecanismo critico que sirve para
proteger al camardn de una perdida excesiva de liquidos asi como para capturar e

inmovilizar microbios invasores.

Hemocito granuloso: Se caracterizan por ser células grandes, poseen grandes
gréanulos, alta relacion citoplasma-nacleo 'y excéntrico, inclusiones
citoplasmaticas, asi como un reticulo endoplasmatico liso y ribosomas libres en

citoplasma. Estos hemocitos almacenan las enzimas que constituyen el sistema
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proPO en los crustaceos a un nivel mas alto que los semigranulosos los hemocitos
granulosos secretan enzimas defensivas que dan muerte a los microbios antes de
ser eliminados por otros granulocitos mediante los procesos de fagocitosis o
encapsulacion, una vez que los microbios son encapsulados o fagocitados; el
proceso de melanizacion ( que también es liderado por los hematocitos
granulosos) los deja inertes y los prepara para ser expulsados mediante la

excrecion cuticular o durante el préximo ciclo de muda.

Hemocito semigranuloso: Poseen un nicleo esférico o en forma de herradura y
muchos granulos pequefios de forma redondeada. En los camarones, estas células
intervienen en la fagocitosis, encapsulacion y en la liberacion del sistema
profenoloxidasa (proPO) (melanizacion). Ademas ellas sintetizan y liberan las
peneidinas, péptidos antimicrobianos, tienen moderada refringencia cuando se

observan al microscopio de contraste de fase.

In situ: Que se realiza en el mismo sitio.

Inmersién: Entendida como la inclusién de un sélido en un liquido.

Inmunologia: Rama de la biologia que estudia los fendmenos inherentes a la
inmunidad y, de una forma general, todos los procesos que tienen relacion con la

antigeneidad y con la elaboracion de los anticuerpos.

Inmunidad: Es el conjunto de procesos de defensa que se manifiestan ante la
presencia de moléculas extrafias (Vasquez et al., 1998). Durante la evolucion se
han seleccionado dos sistemas que proveen defensa interna contra agentes

infecciosos; el sistema inmune innato natural y el adquirido que es adaptativo
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(Van de Braak et al, 1996), la inmunidad adquirida es filogenéticamente joven, se

encuentra solamente en vertebrados y opera a través de los linfocitos.

Inyeccion: Es un procedimiento mediante el cual se hace pasar un liquido o un
material viscoso a través de un tubo o un conducto circular para un determinado

fin.

Juvenil: Estadio en el cual un organismo ha adquirido la morfologia del adulto,

pero aun no es capaz de reproducirse.

Melanizacion: La melanina es una molécula tdxica para las bacterias y los
hongos cuya produccién esta regulada por una enzima: la fenoloxidasa. Este tipo

de estructura puede ser observada en histologia.

Nodulacién: Dentro de los cuales los patdgenos son destruidos, en particular

mediante el proceso de:

Postlarva: Estado que ocurre después del estado larval, parecido al juvenil pero
aun le faltan algunas caracteristicas. Para crustaceos el estado siguiente a la
metamorfosis de larva zoea a juvenil. En camarones peneidos, normalmente se
cuentan los dias después de la aparicion de las caracteristicas de postlarva. Ej.,
PL12 indica que la postlarva ha vivido 12 dias desde su metamorfosis desde el

estado de mysis.

Radicales oxigenados téxicos: Muchos compuestos oxigenados son tdxicos para

las células vivas, los mas importantes reactivos oxigenados son: el Anion
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superdxido o singlete de oxigeno (O2-), el perdxido de hidrégeno (H202), y el

radical hidroxilo (OH).

Translicida: adj. Dic. Del cuerpo que deja pasar la luz, pero que no permite ver

lo que hay detras de él.
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1. RESUMEN.

Las enfermedades han sido consideradas como las principales causas de grandes
pérdidas en la industria camaronera, provocando un déficit en la rentabilidad y en
algunas ocasiones de la sustentabilidad del sector. “La sustentabilidad y la
sostenibilidad de la industria camaronera se basa en mantener no solo estrategias
de manejo técnico sino estrategias de un manejo que controle profilactico que
controle los patégenos mas frecuentes tales como bacterias del género Vibrio y
virus como el méas impact6 al sector como fue el virus de la mancha blanca”.

WSSV (Berger, 2000).

“Sabiendo que el sistema inmunoldgico en los camarones no es especifico ni
posee como en los vertebrados la capacidad de reconocer especificamente agentes
invasores recurrentes” (Berger, 2000), el empleo de ciertas herramientas
profilacticas como las vacunas, en la prevencion de enfermedades se han visto
poco exitosas: Sin embargo a pesar de su sistema de defensa poco desarrollado se
ha podido medir una capacidad de respuesta que produce una proteccion en frente
de agentes patdgenos que les causan enfermedades. Es asi que respuestas celulares
por hemocitos y humorales han sido medidas para verificar que ciertas moléculas

ayudan en la proteccion de estos invertebrados en brotes de enfermedades.
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Siendo las enfermedades una de los problemas mas frecuentes que ocasiona
grandes pérdidas, el uso de productos que activen el sistema inmunologico de los
camarones ha cobrado gran interés en el sector acuicola en general. Bajo este
esquema son ya muchos los productos que se incluyen directamente en las dietas
de alimentos balanceados desde las fabricas o se incluyen directamente en el
campo, lo que a con llevado a desarrollo de investigacion en esta linea que

justifique y evidencie el real estimulo que estos productos estan provocando.

Una de las teméticas planteadas en este trabajo, fue la de demostrar que no solo
productos conocidos (B glucanos, LPS, PG) que ayudan a estimular al sistema
inmune de los camarones son las Unicas alternativas de uso, es asi que se planted
el uso de minerales organicos comparados con los minerales inorganicos gque son
empelados de manera rutinaria en la preparaciéon de dietas balanceadas podrian

tener una activacion también del sistema inmunoldégico.

La medicion de la respuesta inmunoldgica tanto de los minerales organicos como
los minerales inorgénicos, fue realizada mediante su estimulacion celular
empleando pruebas inmunoldgicas que nos permitan determinar mediante el uso
de hemogramas conteos totales y puntuales de los hemocitos, respuestas de
proteinas plasmaticas, reacciones enzimaticas que permitan ver la activacion

celular de ambos minerales.
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Los resultados hematologicos indicaron los resultados de interacciones Harina
Pescado x Mineral, observandose que no hubo diferencias estadisticas altamente
significativas (p < 0.01) para el nimero de Hialinos, semigranulosos y totales. En
el caso del numero de granulosos, la diferencia estadistica significativa (p < 0.05)
fue para mineral inorganico. Hubo similitud de resultado estadistico para el

porcentaje de granulosos con el uso de 100% mineral organico u inorganico.

El reemplazo mineral y reduccion de harina de pescado tampoco genero

diferencias estadisticas (p < 0.05) en el porcentaje de hialino.

Dentro del mecanismo de defensa se observé interacciones estadisticas HPxM en
el resultado de la Fenoloxidasa y la tasa de peroxido (= relacion standard sobre la
base). Con ello se aprecia con el uso de minerales organicos e inorganicos una
igualdad estadistica (p < 0.05) en la Tasa y Fenoloxidasa con - La (Laminarina)

pero mejor respuesta en Fenoloxidasa sin-La al uso de 50% mineral organico.

El tratamiento 8 (100% mineral organico) obtuvo la mejor respuesta (p < 0.05) en
valores de Proteina Plasmatica, en tanto la peor fue para T-1 con 100% mineral

inorganico.
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Las interacciones a nivel histologico entre HPxMI para el Zinc y Selenio
evidenciaron que niveles de 50% mineral organico generan respuestas diferentes
estadisticamente significativas (p < 0.05) tan igual como emplear 0% harina de
pescado. En cambio para el Zinc, el uso de la fuente mineral al 100% no dio

diferencias.

Los valores en tejido de Cu y Mn por grupo fueron similares estadisticamente,
pero las mejores tendencias positivas fueron para el T-8 con 100% mineral

organico en Cobre; para el Mn lo fue con el T-1 con 100% mineral inorganico.

A nivel de los resultados productivos el peso final promedio y FCR con el uso de
100% minerales organicos y 50% harina pescado (Tratamiento E) se obtuvieron
mejores resultados .Para el caso del tratamiento de 100% Mineral inorganico se
observaron tendencias positivas en incremento de biomasa y la sobrevivencia que

los organicos.
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2. INTRODUCCION

En la actualidad la produccidon acuicola sostenible se respalda con los trabajos de
investigacion cientifica enfocados a controlar las enfermedades, su prevencion se
basa en el uso de productos que sean amigables con el medio ambiente y que no
causen dafio alguno (environmental-friendly). Esta estrategia se empela con las

difefentes especies en produccion.

La produccion de camarones del género peneidos se encuentra amenazada por
infecciones bacterianas y virales, que en algunos casos y paises han causado
dafios con perjuicios para la produccion, estos problemas son graves y a menudo
poco conocidos. De acuerdo a las regulaciones, las demandas de los consumidores
se restringen la cantidad de medicamentos permitidos para combatir estos
patdgenos. “Las enfermedades causadas por Vibrios sp. Fueron las que emplearon
antibidticos cada vez mas fuertes, la prohibicion se debié al alto riesgo de
transmision horizontal hacia el consumidor final. Se ha podido evidenciar que el
uso de antibioticos deprime el sistema inmunoldgico en peces y en camarones”

(Austin, 2010).

“El desarrollo de la industria se ve respaldada en poder contar con estrategias y

métodos confiables para la prevencion y el control de las enfermedades”
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(Bachere, 2000). En la actualidad se esta trabajando en conocer los efectores
inmunitarios de los animales, ya sea de manera innata o inducida, o en el
desarrollo de animales modificados genéticamente que puedan ser capaces de

resistir a dichas patologias.

Las diferentes modalidades de cultivo, hacen que los animales sean expuestos a
condiciones de stress, siendo una de las causas principales de manifestaciones de
enfermedades, en los sistemas de produccion el manejo de enfermedades son
muy complejos,debido a las multiples variables inducidas, mediambientales que
se presentan, es asi que la profilacsis mediante el uso de sustancias, compuestos

,moléculas y quimicos que permiten controlar dichos problemas.

Entre las sustancias mayormente empleadas en los diferentes sistemas acuicolas
que han evidenciado una activacion del sistema de defensa celular y humoral
,son LPS, B Glucanos, bacterinas, vacunas (en crustaceos las vacunas tienden a
ser ineficaces ,ya que carecen de un sistema inmune especifico). “Los aceites
esenciales, probi6ticos, prebidticos, los minerales traza y los carotenoides entre
otras, en diversas investigaciones, han demostrado mejoras en sanidad,
desempefio y reproduccion en muchas especies”. Dr.: Victor Manuel Alfaro

Lopez, 2011.
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En la actualidad se ha obtenido mejoras en el control de enfermedades, a través
del uso puntual o continuo de estas moléculas profilacticas en los alimentos de
uso en animales de cultivos, ya que refuerzan y mejoran la salud. Esta capacidad
de actuar como inmunoestimulantes o inmunomoduladores es debido a que
fortalecen la funcion de las células hemocitarios, ayudando a activar los sistemas

de reconocimiento y neutralizacion moléculas que causen dafio a los animales.

Por esta circunstancia los investigadores han trabajado para obtener
conocimientos técnicos en los diferentes sistemas de produccion de la acuacultura
y en el manejo de problemas en la salud de los animales de cultivo usando
métodos no tradicionales, a nivel de campo se estan incorporando no solo las
moléculas antes mencionadas sino que se esta trabajando en la incorporacion de
fuentes de minerales organicos, que se obtienen a partir del procesamiento de
diferentes fuentes. “Entre las fuentes mas conocidas citamos la harina de algodon,
salvado de trigo y de arroz, solubles de destilacion y de pescado, harina de kril y
levadura, harina de sangre y de maiz, subproductos de la molienda de arroz y
salvado de trigo que son excelentes fuentes de Selenio, Zinc, Cobre y Magnesio”
(Marcillo, F. 2001). En la actualidad la mayoria de plantas de alimento
balanceado trabajan con fuentes minerales inorganicas, por no tener

disponibilidad de fuentes organicas que demuestren ser costo eficiente.
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La estrategia para mejorar la ingesta es la de cambiar la inclusién inorganica por
una cantidad organica que sustente beneficio productivo y salud en el animal;
proporciona no solo mejoras en los animales sino un beneficio al medio ambiente

disminuyendo los residuos e incrementando los beneficio para el consumidor.

En las especies acuicolas el uso de derivados de aves y mamiferos son de gran
ayuda en la formacion de su esqueleto formacion de sus tejidos blandos activacion
de las respuestas nerviosas y en condiciones de stress ambiental, ayudan a la
regulacion del pH de la sangre evitando deprimir el sistema inmunoldgico de los
animales. Se les adjudica también el rol da ser activadores enzimaticos y permitir

la captacion o mejor funcion de vitaminas, enzimas, hormonas.

La industria acuicola ha venido empleando minerales inorganicos de manera
rutinaria en la elaboracién de sus dietas balanceadas para diferentes especies de
cultivo, se dice que la aplicacion de estos minerales inorganicos dificulta mucho
su absorcion en los animales. Este problema se ha reducido mediante la
incorporacion de concentraciones mas altas de estos minerales inorganicos en las
dietas para lograr a suplir los requerimientos nutricionales de los animales, esta
iniciativa ha provocado un posible impacto y deterioro del medio ambiente lo que
ha llevado a los productores de alimentos balanceados a buscar alternativas en el
uso de minerales organicos para un mejor manejo medio ambiental y mejoras de

la absorcion en los animales.
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Es Asi que el remplazo de estos minerales inorganicos por el uso de minerales
organicos que aseguran tener una mejor biodisponibilidad, mejor absorcion y
causar menos deterioro del ambiente, se buscara suplir cubrir las necesidades de
las especies acuicolas sin necesidad de incorporar cantidades innecesarias que
brinden mejoras en el crecimiento, absorcion en los animales, suplir requerimiento
esenciales, por su capacidad de quelatar aprovechar las vitaminas que se
incorporen en las dietas y mejorar el impacto econdémico que con lleva

incrementar su inclusién en los alimentos balanceados.

En la industria acuicola la mayor capacidad de ingestion de estos minerales son
tomados de las aguas de los cultivos, esta absorcion dependiendo de la especie lo
toman a traves de 6rganos especializados como las branquias o simplemente por
su superficie cutdnea. La gran mayoria de minerales obtenidos vienen de los
ingredientes del alimento, de la capacidad de absorcion, dependiendo de la
especie si es de agua dulce o salada, ademas de la presién osmética a la que son

sometidos ambos grupos.

En la acuacultura la incorporacion de los minerales inorgénica, son incluidos
mediante la combinacion de la matriz de la formulacion respectiva a cada especie
a ser alimentada. El empleo de fosfatos, carbonatos, 6xidos mezclados con estos
minerales inorganicos no ayuda a mejorar su absorcion lo que los vuelve
ineficaces. Al tener una baja absorcion por el intestino este no son llevados al

sistema circulatorio y no podran ser mantenidos en diferentes drganos y tejidos de
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los animales del cultivo. Es con este fin que la utilizacion de minerales organicos
al mejorar su absorcion presumimos que si puedan ser absorbidos en los diferentes

tejidos de los animales.

Alrededor del 20% de los minerales inorganicos en acuicultura son absorbidos, es
por esto el incremento en las dietas para tratar de compensar los requerimientos
nutricionales en los animales garantizando que el animal reciba y pueda

metabolizar lo que en realidad necesita.

“Los minerales organicos que presentan mejor biodisponibilidad, son
los quelados con aminoacidos, actuando estos en la proteccion de las sustancias
del jugo gastrico mejorando la digestibilidad de los animales”: Rodriguez A,

2013.

XXX



3. JUSTIFICACION

El empleo de estimuladores del sistema inmune, como alternativa al uso de
antibidticos y quimioterapéuticos es en la actualidad, materia de investigacion
para determinar de manera precisa los mecanismos de accion y sus efectos en los

cultivos de camaron.

El uso de micro-organismos amigables llamados probidticos, en la denominada
exclusion competitiva, tiene como principio que estos organismos ocupen espacio
y demanden nutrientes en el agua y en el fondo del estanque, asi como en el tracto
digestivo del camarén a fin de reducir las posibilidades de colonizacion y
desarrollo de patégenos brindando mineralizacion, reduccién de compuestos

toxicos y nutricion.

Los minerales cumplen un rol importante en la nutricion porque aunque no
proporcionan energia son esenciales para la utilizacion y sintesis biologica de
nutrientes esenciales. “La condiciones de la acuacultura extensiva y semi intensiva
de camarones no permite determinar signos muy visibles de deficiencia de uno o
mas minerales; sin embargo, en el caso de los peces es un poco mas sencillo
verificar las falencias. Asi, es posible que este ambito no desarrollado ni

investigado en amplia magnitud” Power (2006).
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Las cuales son moléculas organicas que permiten una alta biodisponibilidad y
bioactividad. Investigaciones en campo han demostrado que la inclusion permite
mejoras en sanidad, desempefio y reproduccion en muchas especies. “Actualmente
se estan desarrollando el concepto de “reemplazo total”, la cual consiste en
cambiar la inclusion inorganica por una cantidad organica que sustente beneficio
productivo y salud en el animal; beneficio al medio ambiente por disminuir los
residuos; y beneficio para el consumidor con mejoras en la calidad nutricional y

organoléptica de los productos generados™. (Leeson, 2008).
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4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la adicion de oligoelementos, mediante la dosificacion de
dietas pre-mezcladas, en el fortalecimiento de la respuesta inmune de

Litopennaeus vannamei.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Evaluar el uso de la pre mezcla mineral inorganica adicionadas en las
dietas del camar6n, la incidencia en la relacion talla-peso, y factor de

conversion alimenticia, supervivencia.

e Analizar la bioacumulacién mineral en el exoesqueleto de Se, Cu, Mn, Zn.

e Evaluar el nimero de Hemocitos, Fenoloxidasa, actividad bacteriana y

proteina plasmatica, como indicadores de la respuesta inmune.
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6. HIPOTESIS

El reemplazo de la fuente mineral inorgéanica por organica, mejoran el sistema
inmunoldgico del camardn Litopenaeus vannamei influyendo de manera directa

en la mejora de la salud de los animales.
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7. MARCO TEORICO

7.1 BIOLOGIA DE LA ESPECIE

El camar6n blanco (Litopenaeus vannamei) es una especie de crustaceo de la
familia Penaeidae, nativo del oriente del Océano Pacifico, desde el noroeste del
Peru hasta el noroeste del estado de Sonora, México, donde el ciclo de vida de
este crustaceo puede ser dividido en dos fases: la marina y la estuarina. Con
respecto a su habitat es una especie caracteristica de las aguas con fondos lodosos
(o arenas con lodo) entre 5y 72 m de profundidad. Los adultos se encuentran en
ambientes netamente marinos, mientras que las crias y juveniles se desarrollan en
los estuarios y lagunas salobres. Estd especie esta restringido a aguas con

temperatura promedio anual de 20 °C.

“Alcanza una longitud maxima de 230 mm, con caparazén de 90 mm. Presenta un
color blanquecino a amarillento con la parte dorsal del caparazén un poco mas
oscura. Rostro con ocho o nueve dientes superiores y uno o dos inferiores,

anteriores al diente epigastrico”. (Mufioz, 2004).



Las caracteristicas generales de los crustaceos es que tienen respiracion branquial,
y por ello deben vivir en el agua. Unos pocos pueden vivir en agua dulce y sobre
tierra. Las branquias estan colocadas en cada lado del cuerpo, en la cavidad
traqueal. Su aparato secretor comprende dos glandulas verdes colocadas en una
depresion en la base de las antenas y su sistema nervioso comprende el cerebroide
y la cadena ventral. “La fecundacion es externa, por medio de huevos” (Branford

1981, Ronnback et al. 2002).

“La reproduccion del camardn comienza en aguas alejadas de la costa, cuando el
macho deposita en la hembra un paquete de esperma que fertiliza los huevos a
medida que son puestos, la maduréz de las hembras se evidencian con las
visualizacion en la parte del carapacho a tras luz de una coloracion verde”

(Mufioz, 2004).

7.2 DISTRIBUCION

“La districubion de los camarones es en la zona intermareal, asociados a estuarios
y lagunas costeras, presentando suelos muy blandos y vegetacion tipo manglar”
(Branford 1981, RoOnnbéck et al. 2002); “su ciclo de vida es planctonico en
estadios primarios y marinas en estadios superiores” (Boschi 1974, Gillett 2008

(Gillett 2008).



Asi, los estuarios y lagunas costeras son ecosistemas muy ricos e importantes para
los camarones blancos, porque son lugares bastos en alimento y fungen como
sitios de alimentacién y crianza no solo para estos organismos, sino para otras

especies marinas, tales como cangrejos y peces.

7.3 CICLOS DE VIDA

El desarrollo de los camarones es muy complejo, cuando las larvas eclosionan,
cerca del fondo marino tienen un estadio pequefio y simple (con pocas estructuras
en su cuerpo) conocido comonauplius o nauplio y conforme van desarrollandose,
estas larvas van aumentando el nimero de sus apéndices y van cambiando su
recubrimiento quitinoso en un proceso que se conoce como ecdisis 0 muda y
entonces, transforman drasticamente su apariencia corporal, de tal forma que van
pasando por varios estadios larvarios divididos en: nauplius, zoea, mysis,
postlarvas y juveniles Los juveniles crecerdn hasta convertirse en adultos
sexualmente maduros; los adultos tienen un periodo continuo de reproduccion a lo
largo de todo el afio, con mayor o menor intensidad en algunos meses

dependiendo de la especie.

7.3.1 NAUPLIO



El estadio de nauplio consta de cinco subestadios y toda su fase dura
aproximadamente entre 40 y 50 horas. Es esta fase la longitud promedio del
organismo es de 0.50 mm y un ancho de 0.20 mm (dependiendo de la temperatura

y calidad del mismo).

Durante la fase la larva se alimenta del vitelo presente en su cuerpo. La
abundancia y riqueza del vitelo tiene relacién con aspectos de alimentacion de los

reproductores, caracter genético y fisioldgicos.

7.3.2 ZOEA

La fase de Zoea (protozoea) consta de tres subestadios y comprende un periodo de
duracion de 4 a 6 dias (dependiendo del manejo y calidad de la larva), con
tamafos de 1.0 mm a 2.6 mm de longitud total. “Al ser filtradoras su alimentacion

es a base de fitoplancton que absorven del agua del cultivo” (Arellano, 1990).

Las especies de fitoplancton mas comunes y de mejor calidad para la alimentacién
de larvas de camarones son las siguientes: Chaetoceros gracilis y Tetraselmis
suecica. La densidad de Chaetocero sgracilis utilizada para la alimentacion de

todo el estadio de zoea se encuentra alrededor de 100,000 cél/ml y para



Tetraselmis suecica en densidades de hasta 20,000 cél/ml. La segunda y tercera

etapa alcanzan a los 9 dias una longitud total de 2,7 mm.

Morfologicamente, tienen ojos separados, aparicion de los pares cuarto y quinto
de pereiopodos birramosos, dos nuevas espinas en el telson, provistos de
caparazén cefalotorécico, un par de espinas supraorbitales y un par de aristas

puntiagudas en la parte antera-ventral del caparazon.

“El quinto segmento abdominal presenta dos puntas laterales. presenta 5 pares de
periopodos birramosos, los pleopodos no se aprecian, el telson se mantiene
fusionado al sexto segmento abdominal previsto de 16 setas o espinas plumosas”

(Polo & Chamorro 2000),

7.3.3 MYSYS

“Es el tercer estadio larval, este consta de tres subestadios con un duracién total
de 3 dias hasta su metamorfosis a post — larva, presentando un nado con la cabeza

inclinada y abdomen segmentado” (Edemar et al., 1996),



“En este estadio la alimentacion incorpora nauplios de Artemia ,Rotiferos y

Nematodos” (Arellano, 1990)

7.3.4 POSTLARVA

El estadio de postlarva dura de 10 a 15 dias, en esta etapa ya no se presentan

grandes cambios morfoldgicos como sucede en los estadios anteriores.

Durante esta etapa, la postlarva se mantiene con alimentacion de nauplios de
artemia, su alimentacion comprende una dieta a base de algas en poca cantidad y

la adicion de dietas artificiales que le brinden una nutricion méas balanceada.

“Ademas de la alimentacion de los organismos, uno de los factores mas
importantes para lograr una buena sobrevivencia es la tecnologia del cultivo y la

revision diaria de los organismos”. (Macabee, B.J., Bruce, J.W 2003)

7.3.5JUVENIL - ADULTO

“En esta etapa los camarones ya tienen bien formadas sus estructuras. La
clasificacion rostral presenta de 7-10 dientes dorsales y 2—4 dientes ventrales. La

caracterizacion sexual se presenta en machos maduros petasma semi abierto con



espermatoforos completamente funcionales en el interior de una vaina, Su
coloracion es normalmente blanca translicida” ( Macabee, B.J. 2003) , las

hembras su organo reproductor consta de un el télico abierto.

7.4 SISTEMA DE DEFENSA

Las primeras barreras de defensa fisicas que tienen los camarones estan
constituidas por el exoesqueleto y la membrana peritréfica. ElI exoesqueleto
impide que ciertos patdgenos ataquen al animal de manera directa y la membrana
peritrofica proteger el epitelio digestivo. “Otro mecanismo que los camarones
emplean como barrera de defensa es el desplazamiento de los hemocitos hacia los
sitios que presentan invasores permitiendo que estos activen las enzimas y
proteinas de defensa, mediante la produccion de sustancias que actGan en la
reparacion cuticular causada por agentes patdégenos y en prevenir la extension de
estas con procesos coagulantes que impiden que se magnifiquen las afecciones”

(Destoumieux y cols., 2000).

7.4.1 BARRERA FISICA: EXOESQUELETO

Los crustaceos son artrépodos - invertebrados provistos de miembros articulados
como los insectos y los aracnidos. Se caracterizan por tener el cuerpo cubierto de

una coraza cutanea formada, en parte, por carbonato de calcio, como si fuera un



esqueleto externo. El exoesqueleto compuesto por quitina formada N-acetil-D-
glucosamina y proteinas es quien le proporciona rigidez al animal. Esta cuticula
internamente posee una membrana basal que permite el contacto directo con la

sangre 0 hemolinfa.

Quimicamente esta constituida por: quitina, proteinas, pigmentos y cenizas con

alto porcentaje de calcio (Tabla 1.)

TABLA 1.- COMPOSICION QUIMICA DEL CAPARAZON

COMPONENTE PROCENTAJE
QUITINA 17-32
PROTEINA 17 - 42
PIGMENTOS 1-14
CENIZA 41 — 46

Shari Rene Baxter. 2004



7.4.2. MUDA

“La muda en los crustdceos se caracteriza por la remocién periodica del
exoesqueleto en todas sus capas permitiendo que se dé el crecimiento de los
animales” (Chang 1991). El conocimiento de los diferentes estadios de muda se
puede establecer periodos de alimentacion que ayuden a la mejora del crecimiento
0 en prevenir las enfermedades mediante ayudas profilacticas que protejan al
animal cuando se vuelve méas susceptible. Cuando la muda ocurre en sistemas
donde los animales se encuentran contaminados o infectados por patdgenos Es
posible que cuando la muda se da en ambientes con animales enfermos patdgenos,
la propagacion de las enfermedades se da en una forma exponencial debido a que

los animales se encuentran mas débiles siendo presas faciles a ser atacados estos.

Por otra, parte se ha sustentado que existe una relacion directa entre el ciclo de
muda y ciertas enfermedades. Dicha relacion se debe a que al estar débil y
desprotegido el animal puede ser facil presa de patdgenos. Enfermedades como el
Sindrome de Taura, la Mancha Blanca e IHHNV donde presentan flacidez en el
exoesqueleto de los animales, con retardos en superar la ecdisis caso particular

que se relacionan con la muda.

“Desde el punto de vista de la rentabilidad productiva, la alimentacion en base a
una tabla referenciada a la biomasa sin tomar en consideracion los estadios de

muda por las que atraviesan los animales, con llevaran en un incremento del



factor de conversidn alimenticia y por consiguiente una inflacion en los costos del
cultivo” (Molina 2001). El conocimiento de la correlacion de la muda con las
fases de la luna ayudaria a tener manejos mas adecuados que influyan
directamente en la aplicacion o no del alimento balanceado, a tener animales con
poca flacidez que permitan su aceptacion en las empacadoras, a optimizar los
costos de produccion precio de poder planificar las cosechas de una manera mas
eficientes sin tener animales blandos que perjudiquen la calidad del producto final

al arribo a las empacadoras.

7.4.3 RITMO CIRCADIANO

El conocimiento del ritmo circadiano ya desarrollado en diferentes
investigaciones proporciona una guia exacta y confiable para manejar las tablas de
alimentacion, ya que de manera rutinaria todas las granjas camaroneras se rigen a
una tabla que no es modificada ni por animales enfermos, ni por estadios de muda
de los animales. La alimentacion en fincas camaroneras estad basada en su gran
mayoria en tablas de alimentacion para el calculo de la racion, las cuales no
consideran ni los habitos naturales de alimentacién ni el estado fisioldgico por el

que atraviesa el organismo.

La nutricion de camarones implica procesos quimicos y fisioldgicos que proveen

nutrientes al animal para sus funciones normales, de mantenimiento y
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crecimiento. Una parte importante de estos procesos es la digestion, que involucra
descomposicion mecanica, solubilizacion y absorcion de nutrientes, el cual

depende de la anatomia y fisiologia del sistema digestivo de cada especie.

Es conocido ya que en crustaceos la produccion enzimatica reportada en varios
trabajos de investigacion la similitud de horas que imparten horarios puede ser
empleada como una estrategia de alimentacién para mejorar la digestibilidad de

los animales y disminuir costos de produccion (CENAIM. 2000)

Robertson et al. (1987) “confirman que existe una correlacion entre la muda y el
ciclo lunar”. Griffith y Wigglesworth (1993). “Trabajos realizados Ecuador y
Colombia trabajos con camarones P. vannamei y P. schmitti presentaron un
incremento de 1 g. por semana en las fases de luna nueva y llena” .Asi también,
Dall (1986) y Chan et al. (1988) demostraron que durante las fases de muda el
animal suspende su alimentacion lo que hace que se modifique las tablas de
alimento. Este factor es un puntal importante para los sistemas productivos ya que

el costo mas alto lo asume el alimento balanceado.
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7.4.4 SISTEMA INMUNOLOGICO DEL CAMARON

“El sistema inmunoldgico de los camarones peneidos esta controlado por las
células de hemocitos (hialinos, granulares, y semigranulares), quienes son
responsables de la comunicacion y reconocimientointra celular en presencia de
patbgenos o agentes extrafios, mediante una accion citotoxica donde utiliza
respuestas de defensa como la de coagulacién, fagocitosis, melanizacion,
formacion de nddulos y encapsulacion” (Aguirre-Guzman, Sanchez-Martinez,
Campa-Cérdova, LunaGonzélez& Ascencio 2009). “Ademas de la defensa celular
los camarones presentan varios componentes plasmaticos que ayuda a la
eliminacién de agentes patdgenos mediante la produccién de respuestas de
péptidos antimicrobianos, histonas, enzimas lisosomales, lipopolisacaridos,
proteinas de reconocimiento a glucanos,bacterinas, respuesta pro fenoloxidasa, y

la cascada de coagulacion” (Zhen-Ming, Liu, Zhao&Peng 2010). (Fig.1)

Figura 1.- Componentes celulares y humorales del sistema inmune en
Crustaceos

Inmunidad Innata

(Natural o No-especifica)

Componentes Celulares Componentes humorales
A\
- Fagocitosis - Proteinas anticoagulantes
- Encapsulacion - Aglutininas
- Formacién de nédulos - Enzimas fenoloxidasa

- Péptidos antimicrobianos

- Radicales libres

FUENTE: Revista AquaTIC, n° 19, pp. 27-33. Afio 2003
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7441 COMPONENTES HUMORALES

“La activacion y liberacion de las reservas celulares contenida dentro de los
hemocitos es gracias a los componentes humorales” Martinez (2007) considera
que el primer proceso inmune es el reconocimiento de los microorganismos
extrafios,estos activan ciertas proteinas que actuan como anti coagulantes de
patdgenos, reacciones de aglutinacion (aglutininas), activacion de enzimas (pro
fenoloxidasa), péptidos antimicrobianos,bacterinas, inhibidores de proteasas,

radicales libres entre otros.

Segun Lozano y cols. (2012), “en el Camardn, la respuesta inmune innata se
propone sobre la base de los patrones moleculares asociados a patdgenos
genéricos (PAMP) que pueden ser reconocidos por los receptores de

reconocimiento de patrones (PRR)”.

Martinez  (2007) “considera como componentes humorales a proteinas
anticoagulantes, aglutininas, enzima fenoloxidasa, péptidos antimicrobianos y
radicales libre. En los camarones, el corazon distribuye la hemolinfa a través de
arterias hasta llegar a senos, donde son bafados los diferentes 6rganos”. Este
sistema permite que las proteinas de reconocimiento y los hemocitos tengan una
mayor probabilidad de encontrar los elementos extrafios. “Por otro lado, la

presencia de hemocitos fijos en tejidos como las branquias y la glandula digestiva,

13



permite una elevada capacidad para aislar los agentes infecciosos en los lugares de

mayor contacto con el medio” (Pascual y cols., 2007).

Bower y cols., (1994) y Newman y Bullis (2004) “plantean que los sistemas de
defensa incluyen la coagulacion de la hemolinfa, melanizacion, aglutinacion
celular, mecanismos antimicrobianos, formacion de sustancias reactivas del
oxigeno y mecanismos fagociticos”. Entre estos mecanismos, la coagulacion de la
hemolinfa y la melanizacion mediada por el sistema fenoloxidasa, ademas de la
aglutinacion celular, estan directamente inducidos por sustancias extrafias
(antigenos), lo que resulta en el sometimiento de los microorganismos invasores
que asi inmovilizados, son finalmente eliminados por las sustancias

antimicrobianas liberadas por la mayoria de los diferentes tipos de hemocitos.

Estas defensas son normalmente activadas por proteinas especificas y moléculas
de carbohidratos (lipopolisacaridos, peptidoglicanos y glicanos) de la superficie
de bacterias, hongos y agentes protozoarios, que son reconocidos por los
hemocitos como extrafios (actuando como antigenos). Sin embargo, su habilidad
para reconocer virus es limitada, ya que muchos de ellos tienen moléculas

superficiales similares a las de las células del hospedero.
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Estos antigenos se encuentran formando parte de las paredes celulares de los

microorganismos, localizados de la manera siguiente:

Peptidoglicanos (PG): En las paredes celulares de las bacterias Gram

positivas.(Fig. 2)

Lipopolisacaridos (LPS): En las paredes celulares de las bacterias Gram

negativas. (Fig.2)

-
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Fig. 2: Pared de celular de bacteria Gram Positiva.

FUENTE: http://enfermerosmicrobiologos.blogspot.com/2013/04/primera-

exposicion-estructura-celular.html
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Segun Patrick y Larkin (1995), “las bacterias Gram positivas contienen los PG se
en su membrana, constitudia por una pared que le da forma a la bacteria”.
(Espinosa y cols.2002) “las bacterias Gram negativas poseen LPS que, activan
los sistemas de defensa del huesped causando procesos inflamatorios, aumentado

la presencia de hemocitos camarones del genero Litopenaeus”.

Duvic y Soderhall (1994) y Raa (1996) “refieren que los Beta-glucanos estan
constituidos por glucosa, enlazados a través de -1,3-B-1,6; de paredes celulares

de hongos y levaduras, respectivamente”.

Segun Véazquez y Cols. (1998), “El sistema profenoloxidasa (proPO), es activado
por enzimas que se encuentra en el interior de los granulos de los hemocitos
granulosos y semigranulosos, estos son liberados en cascada en presencia de
patdgenos externos”. “La desgranulacion hace que el sistema proPo sea activado a
fenoloxidasa (PO).por una serina-proteasa de tipo tripsina( Profenoloxidasa
Activating Protein (ppA)). La PO es quien produce la melanizacién mediantel a
oxidacién de fenoles, causando coloracion negra” Fonseca (2010) en el momento
que se expresa en cuticula o carapazon de los animales atacados por bacterias,
hongos y virus. “Esta respuesta de produccion de melanina a servido para medir la

inmunomodulacion de patdgenos” (Rendon y Balcazar, 2003).
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Kurtz, (2005) “considera que a pesar de la consideracion de muchos autores de la
ausencia de memoria inmunologica en los camarones, algunos estudios revelan
que el sistema inmune celular en estos organismos tiene una memoria de corto
plazo, aunque no existe homologia entre este tipo de memoria y la del sistema

inmune adquirido de los vertebrados”.

“En afos recientes se ha demostrado que el conocimiento de los procesos
inmunolodgicos asociados a la bioquimica y fisioldgica permite determinar el
estado de salud de los camarones, las variaciones de la capacidad osmotica y la
concentracion de los metabolitos plasmaticos han sido utilizadas para determinar
el estado fisioldgico en relacién con la talla, la fase de muda y la presencia de
contaminantes, el oxigeno disuelto, la calidad de los reproductores y el tipo de

alimentacion” (Pascual y cols., 2007).

7.4.4.1.1 PROTEINAS DE RECONOCIMIENTO PLASMATICAS

“La  pB-1,3-Glucan Binding Protein (BGBP forman parte de la hemolinfa
plasmatica de los camarones”. Vargas y cols. (1996) “pueden activar y reconocer
proteinas en el sistema inmune de artropodos” (Sdderhall y Cerenius, 1992)
(Vargas y Yepiz, 2000), “ayudando a que procesos de defensa antigénica tales
como fagocitosis, melanizacion encapsulacion y coagulacion se activen. Otra

proteina es la Lipo Polysaccharide Binding Protein (LPSBP) actla
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especificamente en el reconocimiento de los Lipopolisacarido, se considera que
tienen capacidad de aglutinar ante presencia de bacterias patdgenas” (Vargas y

cols., 1996).

7.4.4.1.2. AGLUTININAS

“Son componentes del sistema proPO, responsable de la melanizacion, la cual
acompafia todas las reacciones inflamatorias de los crustaceos y péptidos
antibacterianos, como las peneidinas”. (Destoumieux et al. 1997) caracteriz6 a
peneidinas en camarones y evidencié que actlan contra bacterias Gram + vy

hongos, actuando como opsoninas de bacterias Gram — (Mufioz et al., 2002).

7.4.4.1.3 SISTEMA PROFENOLOXIDASA (proPO)

“Los péptidoglicanos (PG), B-glucanos o Lipopolisacarido (LPS) activan la
granulacién de los hemocitos (Vazquez y cols., 1998). La actividad de la
respuesta proPO ha sido muy estudiada y respaldada, los hemocitos granulosos y
semigranulosos son los que poseen mayor capacidad de activar este sistema por
sus amplios contenidos granulares” (Vargas y Yepiz, 1998) (Sung y cols., 1994.,

1996).
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7.4.4.1.4 SINTESIS Y LIBERACION DE PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS

(Destoumieux y cols. 2000) “Los péptidos antimicrobianos se encargan de matar
a patdgenos bacterianos de tipo Gram positivo y a patdgenos fangales. Estas
proteinas pueden ser diferenciadas de acuerdo a la composicion de sus

aminoacidos, estructuras secundarias y similitud de funciones”.

7.4.4.1.5 RADICALES LIBRES Y MECANISMOS ANTIOXIDANTES

“Los radicales libres tales como anionsuperoxidasa (O2-) e hidrogeno peroxidasa
(H202), son otra activacion del sistema de defensa de los animales frente a
patdgenos produciendose una fagocitosis y posteriormente la muerte del patégeno
invasor, este reconocimiento incrementa el consumo de oxigeno celular y activa a
la NADPH-oxidasa”.(Mufioz et al., 2000; Rodriguez y Le Moullac, 2000 . “Estos
radicales libres en combinacion con compuestos nitrogenados (oxido nitrico), o

lisoenzimas producen la eliminacion de patdgenos”.(Roch, 1999).

A pesar de su beneficio los radicales libres sufren de una deficiencia debido a que
no descriminan entre lo propio y extrafio,siendo capaces de causar dafio al propio
huesped. “La neutralizacién de esta respuesta inespecifica puede ser regulada o

modulada por moléculas antioxidantes como acido ascorbico o vitamina c, cidos
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grasos poli-insaturados y enzimas antioxidantes como la superoxidodismutasa, y

peroxidasas” (Dandapat et al., 2003; Campa-Cordova et al., 2002).

7.4.4.2 COMPONENTES CELULARES

El sistema de defensa celular de los crustaceos es responsabilidad directa de los
hemocitos. La coloracién de los hemocitos en animales sanos se presenta de color
celeste, en animales enfermos esta coloracion es ligeramente rosada. La
coloracion de la hemolinfa de animales sanos es responsable la hemocianina que

es la proteina respiratoria en los crustaceos.

“El sistema de defensa celular lo constituyen 3 tipos de hemocitos, hialinos,
semigranulosos y granulosos. Estas células actian de acuerdo al tamafio de la
molécula invasora activando los diferentes mecanismos de defensa en los
animales” (Soderhéll y Cerenius, 1992). Ellos constituyen la fraccion celular de

la hemolinfa.

7.4.4.2.1 CELULAS INMUNO COMPETENTES O HEMOCITOS

“Las células hemocitarias son de tres tipos. Células in granulos o hemocitos
hialinos (H); los hemocitos semi granulosos (SG), con abundantes granulos; y los
hemocitos granulosos (G) totalmente llenos de granulos” (Johansson y cols.,

2000)
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“El mecanismo de defensa de los hemocitos también hace que se incrementen las
células con radicales libres que estimulan a los hemocitos hialinos a convertirse en
hemocitos granulosos; asi, aumenta el nimero de granulocitos y, con ello, la tasa
de eliminacion de patdgenos mediante la fagocitosis, encapsulacion y

melanizacién” (Destoumieux y cols., 2000).

7.4.4.2.2 HEMOCITOS HIALINOS

“Los hemocitos hialinos intervienen en el proceso de fagocitosis, coagulacién de
patdgenos, estas células carecen de granulos y poseen un citoplasma baséfilo que
contiene un nucleo céntrico. Poseen la capacidad de producir seuddpodos
permitiendo su adherencia de manera muy facil sobre superficies”. (Johansson y
Sdderhall, 1989; Sdderhall y Cerenius, 1992). (Raa, 1996). “Estas células al ser

observadas el microscopio de fase no son refringentes a la luz”.

7.4.4.2.3 HEMOCITOS SEMIGRANULOSOS

“Actuan en el sistema de defensa por fagocitosis, encapsulacion y en la liberacién
del sistema proPO (melanizacién). Presentan un nicleo esférico o en forma de
herradura y muchos granulos redondeada al microscopio de contraste de fases

presentan menor refringencia que los hemocitos hialinos. Estos son los
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responsables de la produccidn de péptidos antimicrobianos actuando mucho mas

eficientemente ante ataques de patdgenos” (Dextoumieux Yy cols., 2000).

7.4.4.2.4 HEMOCITOS GRANULOSOS

“Los hemocitos granulados se caracterizan por ser células muy grandes
completamente llenas de granulos, poseen reticulo endoplasmatico liso y
ribosomas libres en el citoplasma. Sus reservas enzimaticas activan el sistema
proPO que se desgranulan cuando son estimulados proteinas fijadoras de

compuestos especificos como B-glucanos” (Smith y Sderhall, 1983).

“Al igual que los hemocitos SG ellos sintetizan y almacenan las peneidinas”
(Dextoumieux y cols., 2000), “intervienen ademas en el mecanismo de
encapsulacion, tienen mucha refringencia cuando se observa al microscopio de

contraste de fases”.

7.4.4.3 MECANISMOS DE DEFENSA A MEDICION CELULAR

7.4.4.3.1 FAGOCITOSIS

En el proceso de fagocitosis, el agente extrafio es envuelto e interiorizado dentro

de un fagosoma, que luego se funde con las vesiculas/granulos presentes en el
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citoplasma. “Una vez unidas las dos estructuras, una variedad de compuestos
degradativos y antimicrobianos son liberados en las vacuolas fagociticas, llevando
a la neutralizacion/degradacion de las particulas endocitadas” (Martin et al.,
1996). “La fagocitosis de microorganismos fue bien demostrada en diferentes
especies de crustaceos” (Hose et al., 1990; Martin et al., 1996; Gargioni y

Barracco, 1998; Muiioz et al., 2002).

Aunque todavia existan controversias en la literatura en lo que se refiere a los
tipos de hemocitos relacionados con los procesos de fagocitosis en los crustaceos,
se sabe que ese mecanismo, extremadamente importante, constituye la primera

linea de defensa celular contra la invasion de microorganismos.

7.4.4.3.2 NODULACION

Cuando la cavidad corporal de los crustaceos es invadida por una cantidad masiva
de microorganismos o por particulas/patdgenos de gran tamafio, cuya fagocitosis
no es posible, se desencadena entonces la formacion de noédulos y cépsulas
celulares, respectivamente. “La formacion de nddulos, por otro lado, ocurre
alrededor de una gran cantidad de microorganismos invasores, que también son
capturados dentro de agregaciones celulares, semejantes a las cépsulas. Esta
reaccion evita su diseminacion y la produccion de una septicemia”.( Mufioz et al.,

2002).
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7.4.4.3.3 ENCAPSULACION

“La encapsulacion es la respuestamigratoria de los hemocitos frente a presencia
de patdgenos grandes como hifas de hongos, nematodos y determinadas formas de
protozoarios para su posterior destruccién”(Mufioz et al., 2002)., “esta reaccion no

puede ser destruida por los mecanismos humorales” (Vazquez y cols., 1998).

7.4.4.3.4 COAGULACION

“La cantidad de hemacitos libres circulantes en la hemolinfa puede verse afectado
durante una infeccion en diferentes tejidos , disminuyendo su eficacia en la
formacion de los nodulos y capsulas. De este modo, nuevos hemocitos requieren
ser producidos y liberados en la circulacion a partir de los tejidos hematopoyéticos
Estos tejidos presentan una alta tasa de produccion celular y son los responsables
por la diferenciacion y la maduracion de los hemocitos que seran liberados en la
hemolinfa” (van de Braaket al., 2002a; Sdderhallet al., 2003). (Johansson et al.,
2000; van de Braaket al., 2002a; Soderhéllet al., 2003; Jiravanichpaisalet al.,
2006). “Esos tejidos son generalmente constituidos por l6bulos densos, situados
en la region dorsal y dorso-lateral del estbmago y del intestino anterior (region
epigastrica), asi como en la base de los maxilipedos en el caso de los camarones

penaeidos” (van de Braaket al., 2002a).
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7.4.4.4 INMUNIDAD ADQUIRIDA

“El suministro de lipopolisacaridos, péptidoglicanos, laminarina, y R-glucano) en
alimento o aplicados en forma directa (inyeccion, inmersion, bio-encapsulacion, o
intubacion)” (Vici, Bright, Sing&Bhat 2000). “Pueden ser usados como

profilacticos en camarones” (Robles, Sorgeloos, Van Duffel&Nelis 1998).

“En Fenneropenaeus indicus, Penaeus monodon diferentes tipos de Levaduras
como C. sake, C.tropicalis, D. hansenii, R. rubra, R. glutinis, Saccharomyces
cerevisiae, S. commune han sido efectivas en el control de agentes patdgenos
mediante la activacion del sistema inmune en peces (Channastriata,
Sparusaurata)”.  (Reyes-Becerril,Tovar-Ramirez,  Ascencio-Valle, Civera-
Cerecedo, Gracia-Lopez & Barbosa-Solomieu 2008; Sukumaran, Williams,

Sajeevan&Rosamma 2010).

“Suplementacion de potasio, magnesio y sodio cloruro en dietas practicas para el
camaron blanco del Pacifico, Litopenaeus vannamei, criado en aguas baja
salinidad. No hubo diferencias significativas en la supervivencia y el crecimiento
entre los tratamientos la supervivencia entre los tratamientos varié de 79% a 92
%, siendo mas baja en los 300 Mg kg-1 Mg+2 tratamiento y la mas alta en el 20g
NaCl kg-1 tratamiento. Camarones criados mediante la dieta basal aparece el
menor peso ganar 784,7 %, mientras que los camarones procedentes de los

tratamientos de 10g NaCl kg-1 (954.3%) y 10g K+ kg-1 (917.1%) tuvo el
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aumento de peso mayor. Camaron ofrecid la dieta basal mostro la menor media
4,49 g de peso individual aunque los valores no fueron estadisticamente diferentes
entre otros tratamientos (P> 0.05)” L. A. Roy, D. A. Davis, I. P. Saoud & R. P.

Henry, 2007

“No hubo diferencias significativas en el aumento de peso o la supervivencia por
ciento entre los tratamientos en el ensayo 2, aumento de peso y supervivencia de
L. Vannamei criado en agua de baja salinidad artificial alimentado con dos dietas

experimentales suplementadas con k+ Mg+2 y NaCl”. L. A.ROY, 2007

El Dr. Richard Murphy “nos habla acerca del estudio de la quelatacion de los
minerales nos informa que existe muchas formas de complejos metalicos
disponibles en el mercado para el uso en nutricién animal a los cuales se las
nombra como metales trazas organicos en virtud que son complejos o estan
asociados a moléculas organicas. La quimica ha generado una confusion en la
industria del alimento animal porqué se los nombra como complejos metalicos
con aminoacido de polisacaridos, sin embargo esas definiciones son de poca

ayuda”.

En términos generales se puede usar para describir las especies que se forman
cuando un ion metalico reacciona con una molécula o ion (ligado) que contiene un

atomo con un solo par de electrones. Los ligados que solamente contienen un
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atomo donante se Illaman monodentados mientras los que contienen dos o0 mas
atomos donantes forman un enlace con un ion metalico y se denomina bi-tri o
tetradentados también se pueden llamar polidentadas. Hay recordar que aun
cuando los quelatos son complejos, no todos los complejos son quelatos. En
muchos casos los quelatos que se forman entre un metal y di o tri-péptidos tendran
mayor estabilidad que un complejo formado por la reaccion de un solo

amino&cido con el mineral (metal).

Cada aminoacido muestra un rango de constantes de estabilidad cuando forma
complejos con un mineral y esto puede evaluarse en diversas bases de datos seria
razonable que los péptidos tengan un mayor numero de atomos donantes para
formar una serie de anillos quelatados estas tendrian mayor estabilidad que los
aminoacidos simples tales como la glicina. Las investigaciones llevadas por
Alltech en el Centro Europeo de Biociencias han demostrado que la produccion de
un hidrolizado de proteina déptimo para la quelacion de minerales se puede lograr
mediante una minuciosa seleccion de las condiciones de la hidrolisis por lo cual
garantiza que el rango de minerales Bioplex tendran las propiedades fisico-
quimicas necesarias para garantizar un amplio rango y estabilidad del enlace

mineral bajo condiciones de pH cambiantes.
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7.5 MINERALES

Los minerales inorganicos son nutrientes que cumplen funciones estructurales en
el organismo, como la reconstruccion de tejidos, interviniendo también en otros
variados procesos enzimaticos, en la contraccion muscular, la coagulacion
sanguinea, reacciones del sistema nervioso, etc. Para el correcto funcionamiento

del organismo, deben ser ingeridos a través de la dieta diaria.

A diferencia de las vitaminas que pueden ser facilmente destruidas, los minerales
son elementos inorgénicos que siempre mantienen su estructura quimica. “Los
camarones pueden absorber minerales del agua circundante aunque necesitan de
una fuente dietética que le suministre ciertos minerales para el crecimiento,

debido a pérdidas durante la muda” (Saoud et al., 2003).

7.5.1 CLASIFICACION DE LOS MINERALES

Macroelementos minerales o Macrominerales: calcio, fosforo, magnesio, sodio,

potasio, cloro, azufre.

Los microelementos o trazas, son minerales o0 sustancias inorganicas necesarias en
el organismo en cantidades muy pequefias, pero que no obstante resultan

esenciales para conservar la salud. “No se han determinado con exactitud las
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funciones de los microelementos en el organismo, pero si se han descrito las

disfunciones o enfermedades que pueden acarrear su carencia” (Saoud et al.,

2003)

TABLA 2: CLASIFICACION GENERAL DE LOS ELEMENTOS

MINERALES ESENCIALES

MACROMINERALES MICROMINERALES
CALCIO COBRE
MAGNECIO MANGANESO
POTASIO SELENIO
SODIO ZINC

Shiau Shi Yen and Hsieh Jia Fen 2001.
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7.5.2 FUNCION DE LOS PRINCIPALES MINERALES

Los minerales son considerados coenzima que ayuda a que las actividades
celulares empleen menor energia para sus funciones, proporcionando proteccion a
los tejidos del organismo.Se las realaciona con la coagulacion de la sangre, la

contraccion de los musculos y en diversas reacciones nerviosas.

“Uno de los factores de mayor importancia en el desarrollo del camardn, se
encuentra la relacién adecuada en la concentracion de los iones en el agua de mar,
debido a que esto se ha asociado con la sobrevivencia de este crustaceo” (Saoud et
al., 2003). “El agua de mar utilizada para el cultivo de estos organismos tiene
diferente composicién iénica y el camardn debe poseer la habilidad para mantener

su capacidad osmoreguladora” (Roy et al., 2007; Jiang et al., 2000).

Sin embargo, existe inconsistencia en la informacién publicada referente al efecto
de la temperatura, la salinidad y la concentracion de iones minerales (Mg, Ca y K)
con la frecuencia de mudas, sobrevivencia y desarrollo optimo para la especie

Litopenaeus vannamei.

En juveniles de L. vannamei se ha observado, que se requiere un mayor gasto

energeético para mantener un metabolismo y equilibrio osmotico adecuado cuando
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los organismos son cultivados en aguas con salinidades de 40 %o, mientras que los
camarones cultivados en medios acuaticos con salinidad baja, realizan un esfuerzo
minimo para mantener un equilibrio osmotico entre los fluidos corporales y el
medio externo, optimizando sus procesos fisiologicos de tal manera, que el ahorro

energeético puede ser destinado al crecimiento del organismo.

“A una salinidad de 26 %o los juveniles de L. vannamei utilizan la menor cantidad

energética para cubrir sus procesos metabolicos” (Valdéz et al., 2008).

“La composicion ionica del agua es un factor importante e influyente en los
procesos metabdlicos de los animales en cultivo” (Spotte, 1979); en este sentido,
McGraw y Scarpa (2002), “indicaron que niveles bajos en la concentracion de los
iones Na, K, Ca y Mg en el agua disminuyen la sobrevivencia del camarén L.

vannamei en contraste con altas concentraciones de estos iones”.

7.5.3 COBRE

Se piensa que el cobre es también indispensable para la formacion de pigmentos.
“Este mineral es absorbido, la disponibilidad en el cuerpo de los organismos y su

concentracion esta relacionada con la presencia de fitatos, tambien por el
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incremento de los minerales Zn, Fe, Mo, Cd, y los compuestos de carbonato de

calcio y sulfatos inorganicos” (Saoud et al., 2003).

En el caso de los camarones el cobre es el principal elemento en la captacion del
oxigeno molecular, también se encuentra en la mayoria de los anticuerpos
principales efectores de la respuesta inmune de vertebrados. Siendo la vitamina C
considerado como un antioxidante y anti estresante, la presencia del cobre ayuda a

una mejor asimilacién y proteccidn en procesos de cura de los animales.

Aporte minimo recomendado: 34 mg/kg (Davis et al.1993)

7.5.4 MANGANESO

Una de sus funciones principales es la de catalizar a las enzimas, es fundamental
en la estructuracion de los huesos como por ejemplo sintetizar
(mucopolisacaridos), renovar la sangre, en el metabolismo de hidratos de carbono

carbohidratos y la reproduccion.

El manganeso activa las enzimas fosfato tranferasas y fosfato deshidrogenasas

principales precursores del grupo fosfato.
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“El manganeso se reduce en presencia de fitatos, asi como por una elevada ingesta
de calcio” (Saoud et al., 2003su absorcion es, a través de branquias, aletas y piel
de peces y crustaceos, permite la absorcion de absorcion de vitamina B1, biotina,

vitamina C y colina. Es un componente del sistema nervioso.

7.5.5 SELENIO

Aplicado con la vitamina E actla como protector ante estrés oxidativo en las
paredes de las membranas, es un elemento primordial en la accion del glutation

peroxidasa.

“El selenio participa en la biosintesis de ubiquinona (coenzima Q), se lo encuentra
disponible en solubles y harinas de pescado, (5-2 mg/kg Se); levadura de cerveza,
harina de gluten, de maiz, de nabo, de algodén (2-1 mg/kg Se); levadura, y granos
secos, sub productos de aves, harina de carne y de alfalfa (1-0.5 mg/kg Se). El

selenio es del agua en diferentes organismo acuaticos” (Saoud et al., 2003).

Aporte minimo recomendado: 0.2-0.4 mg/kg (Davis 1990).
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7.5.6 ZINC

En el tracto gastrointestinal se absorben por medio de las branquias, piel y aletas
en crustaceos Yy peces. Ofrecida su asimilacion en la dieta pero puede ser reducida

por fitatos o la adicién alta de calcio, fosforo y cobre.

Fuentes: crustaceos, levadura de cerveza, germen de trigo, huevos y leche.

Aporte minimo recomendado: 33 mg/kg (Davis et al.1993)

Tabla 3: Requerimientos manual para dietas comerciales de camarén

Mineral Cant./Kg de alimento

Calcio maximo 2.3 %
Fosforo-disponible 0.8 %
Fosforo-total 15%
Magnesio 0.2%
Sodio 0.6 %
Potasio 0.9%
Hiero 300 ppm
Cobre 35 ppm
Zinc 110 ppm
Manganeso 20 ppm
Selenio 1 ppm
Cobalto 10 ppm

(Lifan Giraldo, Wilbert. 2007)
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7.5.7 ABSORCION DE MINERALES EN CRUSTACEOS

Los desbalances minerales particularmente de los macroelementos, pueden afectar
la reproduccion de los crustdceos de dos maneras. Primeramente, causando un
estrés fisioldgico marcado por la reabsorcion de los oocitos y por otro lado
reduciendo condiciones reproductivas de los reproductores: causando desbalance
electrolitico, induciendo a un estrés osmoregulatorio y a una consecuente
deshidratacién, pérdida del apetito, alteracion del metabolismo y una pareja
funcién respiratoria y excretora. “La segunda forma es un efecto directo de la
mala nutricion con minerales, alterando la calidad de los huevos, y como resultado
se observa un impacto en la embriogénesis y viabilidad de la larva” (Dr. Ronan

Power, 2004).

“El camar6n como la mayoria de los organismos acuaticos es capaz de absorber o
excretar los minerales contenidos en el agua a través de las branquias, por lo que
los requerimientos de minerales desprenderan grandemente de la concentracion de

estos en el medio acuatico”. (Akiyamaet al., 1993).

35



7.5.8 MINERALES ORGANICOS.

En especies acudticas estan funciones incluyen procesos de formacion y

desarrollo del esqueleto, a nivel celular a la respiracion y equilibrio acido-base.

Son de gran importancia los componentes hormonales y enzimaticos.

Niveles de nutrientes recomendado para camarones

Niveles de )
carnivoros
nutrientes
Larva PLI-25 | PL25Ig Juvenil | Engorda Reproductor
Principales

minerales, %

Magnesio, %

0.18 0.15 0.13 0.10 0.08 0.13
min.

Minerales traza,

mg/Kg min.

Zinc 120.00 |110.00 |100.00 90.00 80.00 120.00
Manganeso 60.00 | 55.00 50.00 45.00 40.00 60.00
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Cobre 12.00 11.00 10.00 9.00 8.00 12.00

Selenio 0.25 0.23 0.21 0.19 0.15 0.25

Tabla 4. Requerimiento mineral segin N.R.C (National Research Council 2001)
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8. MARCO METODOLOGICO

8.1 AREA DE ESTUDIO

La investigacion del bioensayo se realizd en los laboratorios de acuacultura del
centro Nacional de acuicultura e Investigaciones Marinas (CENAIM-ESPOL), en
la comuna de “San Pedro” de la parroquia Manglaralto de la Provincia de Santa
Elena. A 170 Km de Guayaquil, Latitud 1°57"" y longitud Este 80°43"" (ver Foto

1)

\

CENAIM - ESPOL 57‘;5

¥ sanPEDRO

|
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s allibertad |

- Google

FOTO 1. Ubicacién geografica del CENAIM
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8.2 MATERIALES Y EQUIPOS.

8.2.1 MATERIALES

e Acuarios (54) capacidad 50L

e Aireador (54)

e Codos (12) 1 pulgada.

e Esferografico

e Malla

e Tubo (3) de 1 pulgada.

e Llave de agua (3) 1 pulgada.

e Llave de agua (54) %2 pulgada

e Libreta de apuntes

e Mallas

e Manguera %2 pulgada.

e Manguera 3/16 para aireador

e T (12) 1 pulgada.



e Esferografico

e Piedras difusoras

8.2.2 EQUIPOS UTILIZADOS

e Autoclave LLAMATO Sterilizer SN 510

e Balanza Analitica METTLER AE 240

e Cémara de Flujo Laminar AIR TECH

e Céamara de Flujo LABCAIRE

e Centrifuga Eppendorf refrigerada

e Congelador -20 REVCO

e Espectrofotometro de absorcion atomica en llama (FAAS). Perkin Elmer

3110

e Espectrometro de Absorcién Atémica SOLAAR 969 Thermo Elemental

e Hemocitémetro (Camara de Neubauer)

e Lector de Microplaca MULTISKA EX

e Lamparas de catodo hueco de Zn, Cu, Mny Se
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e Microscopio Optico de contraste de fases de (Olympus BH2, objetivo A20

PL)

e Secador de materiall ADVANTEC EP-300 LABORATORY

GLASSWERE DRYER

e TermoOmetro

8.2.3 REACTIVOS

e Acido Clorhidrico concentrado

e Acido Nitrico concentrado

e Acidos calidad ultra pura: HNO3, HCI, HCIO4.
e Acido L-Ascorbico

e Agua destilada

e Borohidruro de Sodio

e Cacodilato de Na

o Citrato de sodio al 10 %

e Cloruro de calcio

e Cloruro Magnesio

41



Hidroxido de Sodio

Hidroxido de Potasio

Metanol al 70 y 100%

Soluciones patrones comerciales de 1000 ppm de Zn, Cu, Mn y Se con

certificados trazables a NIST.

Yoduro de Potasio

8.2.4 VIDRIERIA

Beakers de 50, 100, 250 y 1000 Ml

Erlenmeyer de 125 mL

Material volumétrico clase A.

Matraces aforados de 50, 100, 200 y 1000 mL

Pipetas volumétricas de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 10, 15, 20 y 50 Ml

Pipetas graduadas de 5y 10 mL

Probetas de 200 mL
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8.3 METODOLOGIA

8.3.1 METODO PARA LA ELABORACION DE LAS DIETAS.

Las dietas se elaboraron siguiendo el procedimiento del manual de técnicas para
nutricion acuicola (Molina y Paredes, 1997). Los ingredientes fueron mezclados
de menor a mayor concentracion y a esta mezcla homogénea, se le adiciona agua
destilada entre 40-50%. La mezcla semi-himeda paso por una pequefia
peletizadora que tenia una matriz con orificios de 2mm de didmetro. Los pellets
con una longitud de 4-6mm fueron secados (95°C) por 90 min. Y finalmente

almacenados en fundas con sello hermético a —20 °C.

Foto 2. PELLET DE LA PREMEZCLA CON MINERALES
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8.3.2SIEMBRAY LEVANTE DE POBLACION EXPERIMENTAL

Para dar inicio al experimento las larvas de camaron fueron donadas en una
camaronera de la parraquia EI Morro de la Provincia del Guayas, realizando su
traslado al Centro Nacional de Acuicultura e investigaciones Marinas (CENAIM),
pero no se logro adaptar esta poblacion a las condiciones del laboratorio y la
mortalidad alcanzo el 90 %, las causas de la alta mortalidad se especula a
problemas de logistica y oxigenacion por la alta densidad puesta en el tanque de

recepcion, lo que causo estres en los organismos.

Para superar este inconveniente se pudo obtener larvas en estadio pl12 procedente
desde Mar Bravo-Salinas hasta la camaronera del CENAIM-ESPOL (PALMAR)
se alimentaron con balanceado al 35% (GISIS), se los aclimato por un lapso de 30
dias hasta llegar al peso ideal para el bioensayo, que se establecio en 1 gramo
promedio, luego de esto se realizo el levante de los juveniles de 1 g y fueron
transferidos hasta el centro de investigacién de acuacultura del CENAIM-ESPOL
(SAN PEDRO) A la siembra de los camarones se establecio tener un coeficiente

de variacién no mayor al 10%.

Aqui estos juveniles fueron aclimatados por 8 dias en tanques cilindricos de 10

Ton., luego de esto fueron transferidos a las gavetas de 50 L dentro del set
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experimental,en estas se colocaron10 camarones en cada una. Los parametros que
se monitorearon durante el bioensayo fueron realizado antes de realizar el sifon de

las heces y el alimento sobrante.

8.3.3 PROTOCOLO DE TRABAJO

8.3.3.1. UNIDADES EXPERIMENTALES

Las gavetas tienen la capacidad de 50 L fueron distribuidos de manera aleatoria
para cada tratamiento que se evaluara durante los 90 dias,las gavetas y los
tratamientos fueron sorteados y de manera aleatoria distribuidos en el set de
bioensayo , las que fueron rotuladas e identificadas para tener una claridad de los
tratamientos que se incluirian en las mismas. Se utilizaron 54 gavetas de 50 litros

de capacidad, y en cada una se colocaran 10 camarones 1g.

Foto3. SET EXPERIMENTAL CENAIM-ESPOL (GAVETAS)
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8.3.3.2 DENSIDAD DE SIEMBRA

La densidad de la siembra fue de 10 camarones por acuario. Durante los primeros
8 dias se cambiaron los camarones muertos para mantener la densidad inicial, los
cuales fueron alimentados solo con el alimento control.Estos animales para la
siembra serdn medidos de manera individual para mantener la homogeneidad de

los pesos en el arranque de la prueba.

8.3.3.3 TRATAMIENTO Y DISENO EXPERIMENTAL

Bajo la inclusion tradicional de inclusion de Harina de Pescado (HP) en la dieta,
se busco una reduccién del 50% y 0%; y dentro de ellas, se evalud el uso de
Mineral Inorganico (MI) o Mineral Orgéanico (MO). La consideracion de
reduccion del 50% de MI en las diferentes concentraciones de harina de pescado
(100%,50% 0%); en esta prueba no fue considerado importante por encontrarse
por debajo de los requerimientos minerales necesarios para el camaron

Litopenaeus vannamei.
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% Harina Pescado

0 50 100
100% 100% 50% | 100% 100% 50% | 100% 100%  50%
Minerales
Ml MO MO Ml MO MO Ml MO MO

8.3.3.4 BIOENSAYO

Los tratamientos determinados seran:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

0% HP+ 100% Ml

0% HP+ 100% MO

0% HP+ 50% MO

50% HP+ 100% MI

50% HP+ 100% MO

50% HP+ 50% MO

100% HP+ 100% Ml

100% HP+ 100% MO

100% HP+ 50% MO
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Tabla 5. Composicion porcentual de las dietas del ensayo

HARINA DE PESCADO 7.5 75 75 15 15 15
BENTONITA 283 [2.83 288 263 [2.63 |2.63 19 19 1.93
PASTA SOYA 412 |412 |412 |301 |30.1 [30.1 18.1 |18.1 18.1
TRIGO 383 (383 383 (424 |424 424 481 481 |48.1
ACEITE PESCADO 3.4 3.4 3.4 3 3 3 25 25 25
METIONINA 0.4 0.4 0.4 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
AFRECHILLO 2.9 2.9 2.9 2.8 28 2.8 3 3 3
POLVILLO DE ARROZ 29 29 29 3 3 3 3 3 3
HNA. CALAMAR 2.7 2.7 2.7 28 2.8 28 2.8 2.8 2.8
SOLUBLES PESCADO 2 2 2 2 2 2 2 2 2
FOSFATO MONODICAL. 2 2 2 21 21 2.1 2 2 2
PREMEZCLA DE VITAMINAS 13 13 13 13 13 13 13 13 13
Premix minerales INORGANICO 0.1 0.1 0.1

Premix minerales ORGANICO 0.1 0.05 0.1 0.05 0.1 0.05
Total 100 100 100 100 100 100 100 100 100
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Al finalizar la evaluacion experimental, los camarones fueron contados y pesados
en una balanza digital de 0.01g de precision. Se calcularon los indicadores de
respuesta nutricional: Peso medio final de los organismos (Pf); Ganancia en peso

(GP), Factor de conversion del alimento (FCA) y supervivencia (S).

8.3 .4 PARAMETROS DE EVALUACION

8.3.4.1 PARAMETROS PRODUCTIVOS

v’ Sobrevivencia (%):

Es la diferencia porcentual de los animales sobrevivientes al final del ensayo

v" Consumo de Alimento:

Es la cantidad de alimento ingerido

v"Incremento de Peso

Es la diferencia del peso final obtenido menos peso inicial.

v" Biomasa

v" Conversion alimenticia

Es el coeficiente de la cantidad de alimento consumido versus el peso obtenido de
los animales.
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8.3.4.2 PARAMETROS BIOLOGICOS Y ANALITICOS

v Contenido mineral en exoesqueleto

v" Se analizé contenido de Se, Cu, Mn, Zn.

8.3.4.3 PARAMETROS INMUNOLOGICO

Se analiz6 numero de Hemocitos, actividad pro Fenoloxidasa, actividad

bacteriana, y proteina plasmatica.

Los analisis inmunoldgicos se establecieron al final del bioensayo, donde se
trabajaron de manera individual tomando hemolinfa de 5 animales de 4 réplicas de
los 9 tratamientos en los hemogramas , identificando a los hemocitos hialinos,
granulosos y semi granulosos. . Para los otros analisis inmunolégicos tales como
proteina plasmatica y anién stper oxido, se trabajaron con pool de hemolinfas de
5 animales para los 9 tratamiento de las 6 réplicas totales empleadas. Para la
prueba inmunoldgica de la profenoloxidasa se analizaron las hemolinfas en pool

de 5 animales de los 9 tratamientos y 3 réplicas del bioensayo.
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8.5 ALIMENTO

Los Balanceado antes mencionados son peletizados y son elaborados por
EXPALSA los cuales contienen el 35% y 28% de proteina solo el alimento

control se puso durante los 8 dias de aclimatacion en los acuarios.

Se mezcld pesando los ingredientes de menor peso primero hasta ver
homogeneidad y se puso poco a poco el de mayor peso y asi sucesivamente hasta
tener una masa con todos los ingredientes secos, los liquidos se colocaron con una
pequefa cantidad de masa seca para mezclar bien y de ahi se fue incorporado de a
poco el resto de la masa seca. La masa himeda se paso 2 veces por el molino de

carne para obtener los fideos que luego se sacaron en la estufa.

Tabla 6. Porcentaje en mg/kg de los minerales en el alimento

Nutrientes mg/kg Premezcla
MANGANESO (Mn) 10.000
SELENIO (Se) 200
ZINC (Zn) 32.000
COBRE (Cu) 32.000

Fuente: Molina C.
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Al incluirse en el alimento la concentracion final de minerales fue de 10; 0,2; 32;
32 mg/kg de alimento que es el requerimiento establecido en camaron usando
fuentes inorganicas de ahi que algunos argumentan que en forma organica el
requerimiento de los minerales es menor por que al estar bajo la forma organica el

mineral no se quela con el &cido fitico presente en ingredientes vegetales.

8.5.1 PERIODO DE ALIMENTACION

Se aliment6 ad libitum con balanceado de 35% de proteina, suministrado a
razén del 6% de la biomasa dos veces por dia (10h00 y 16h00). La cantidad de
alimento suministrada por acuario se registré todas las semanas hasta el final del
ensayo, esto nos permitird estimar el Factor de Conversion Alimenticia de la

prueba.

La racion diaria fue distribuida dos veces al dia a las 10 AM y a las 16 PM, lo que

incrementando en gramos a medida que aumentaba la biomasa.

8.5.2 PARAMETROS FiSICO DEL AGUA.

Durante el bioensayo se realizaron estas medidas una veces al dia en la mafiana

respectivamente antes de cada recambio de agua estos pardmetros medidos
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fueron: oxigeno disuelto, temperatura, salinidad. En la bitacora se registraron los
parametros fisicos: temperatura, oxigeno, La temperatura y oxigeno disuelto del
agua OD +/- 3mg/L,, fueron registrado diariamente en la mafiana (oximetro YSI-
58 con precision de 0.01 mg/L y 0.1°C, potenciémetro Toa HM-18ET de 0.01 U

de precision). Salinidad 27ppt, T° 28C, y pH 8.

8.5.3 RECAMBIO DE AGUA

Desde el primer dia hasta el final del bioensayo se realizo el recambio de agua por

medio de flujo al 1000%. diariamente esto fue controlado.

8.6 PROTOCOLO PARA MINERALES

La determinacion de Se, Mn, Zn y Cu se basa en el método de absorcién atémica
horno de grafito. Es un método instrumental que esta basado en la atomizacion del
analito en matriz liquida y que utiliza cominmente un nebulizador pre-quemador
(o cdmara de nebulizacién) para crear una niebla de la muestra y un quemador con
forma de ranura que da una llama con una longitud de trayecto méas larga. La
niebla atomica es desolvatada y expuesta a una energia a una determinada
longitud de onda emitida por una Lampara de Catodo hueco construida con el

mismo analito a determinar.
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Para determinar la concentraciéon del analito se mide la intensidad de la luz que
llega a un detector, lo que permite determinar, por diferencia, la cantidad de luz
que ha absorbido la muestra, y mediante la recta de calibrado, la concentracién del

analito.

8.6.1 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL.

Para llevar a cabo la determinacion de Se, Mn, Zn, Cu, se dispone de un volumen
aproximado de 10 a 20 gr. de la muestra de musculo de camardn en un tubo de
ensayo. Se prepara también un blanco y una unica disolucién patrén, ya que le

equipo realiza las diluciones necesarias para la obtencion de la curva de calibrado.

Una vez se han preparado las muestras, se colocan en el equipo y se lleva a cabo

el andlisis.

Las longitudes de onda que emiten las diferentes lamparas se muestran en el

siguiente iten.

Longitudes de onda emitidas por las Lamparas de Catodo hueco para la
determinacion de Mn, Se, Zn, Cu, en muestras de agua.
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Mn Se Zn Cu

A(nm) 2794 198.2 139 4045

8.7 PROTOCOLO PARA LAS PRUEVAS INMUNOLOGICAS

8.7.1 CUANTIFICACION DEL ANION SUPEROXIDO (0,) POR
REDUCCION DEL NBT

Este radical de oxigeno se cuantifica por medio de la técnica de reduccion del

NBT, siguiendo el protocolo optimizado por Mufioz et al. (2000).

Se depositaran 50 puL de hemolinfa de camar6n y en cada pozo de la microplaca
de tipo Elisa (96 pozos), se llena por triplicado para la actividad de Base (AB)
igual para la Estimulacion (St), dando un total de 6 pozos, es decir un volumen de

300 pL por muestra.

Luego se realizé un cultivo adicionando 50 pL de Solucion de Hank’s (Gibco)

3X a todos los pozos, a 25 °C por 45 min.
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Transcurrido este tiempo de incubacion, las células se habrian fijado en el fondo
de los pozos y se retirara suavemente el sobrenadante por medio de una pipeta
multicanal, luego adicionaron 50 pL de las distintas diluciones de Hank’s 2X con

el producto a analizar, en todos los pozos del cultivo primario.

Al triplicado para Actividad Base se le agregd 50 uL de Solucion de Hank’s 3X.

Al triplicado para St se le agregara 50 pL de una solucion de Zymosan (1,43 x

10%).

A todos los pozos se les adicionara una solucion de NBT al 0,30% en Hank’s 1X,

y se dejara incubar por 2 h, cubiertos y protegidos de la luz.

Transcurrido este tiempo, se retirara el sobrenadante y se procedeara a realizar 3

lavados:

- El primero con 200 pL de metanol al 100%, dej6 por 3 minutos, retir6
- El segundo con 200 pL de metanol al 70%, dejo por 3 minutos, retird

- El tercero con 200 pL de metanol al 70%, dejo por 3 minutos, retird
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Despues de estos lavados se dejara secar la microplaca por 30 minutos, para luego

poner 140 pL de DimetilSulfoxide DMSO en cada pocillo.

Se colocara 120 uL de Hidréxido de potasio KOH 2M en cada pocillo (se tornara

de color turquesa los pocillos debido a la disolucion del formazan)

Finalmente, la placa se llevara al lector de microplacas y realizara la lecturaa A=

620 nm.

La produccion de O, es expresada en tasas. La tasa se obtiene dividiendo el valor
promedio de la absorbancia de la muestra estimulada para el valor promedio de la

absorbancia de la misma muestra sin estimulacion.

Las soluciones de Hank’s 3, 2 y 1 (Sigma) se refieren a las concentraciones de Mg
y Ca, (26 mM de Cl Mg y 12 mM de Cloruro de Calcio, 13mM de Cloruro de

Magnesio y 6 Mm de Cloruro de Calcio, respectivamente.
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Fig. 3. CUANTIFICACION DEL ANION SUPEROXIDO (02-) FUENTE-

CENAIM Laboratorio de Inmunologia

8.7.2 ACTIVIDAD PRO FENOLOXIDASA (PO)

Esta prueva se analizo mediante el protocolo descrito por Mufioz et al. (2000)
para el facil conteo de hemocitos en la muestra de hemolinfa, mantener con un

buen aspecto morfoldgico para evitar la agregacién celular, se unio 10ul de

hemolinfa total en 10ul de formaldehido al 37%.

Se procedio a colocar 10 ul de la muestra tratada con formaldehido en el
hemocitémetro (Camara de Neubauer, Erma), para determinar el nimero y los

tipos hemocitos en un microscopio Optico, provisto de un dispositivo de contraste

de fases (Olympus BH2, objetivo A20 PL).
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Luego se cuantificaron las concentraciones de hemocitos en la muestra, para
después centrifugar la muestra de hemolinfa por 10 minutos a 3000 revoluciones

por minuto (rpm) y a 5°C. Se resuspende el precipitado a razén de 10x 10° cel.mI’

! en tampén cacodilato de sodio (Cac.) 10 milimolary, se centrifuga por 3

minutos a 12000 (rpm) a 5°C. EIl sobrenadante resultante se almaceno a -20°C

por no mas de una semana, para su respectivo analisis

Esto se distribuy6 por triplicado 50 ul del liquido sobrenadante (contenido celular
de hemocitos) en cada hoyo de una microplaca de 96 hoyos. Un triplicado con

Laminarina y un triplicado sin Laminarina.

Despues se adiciono 50 ul de solucion del producto, para las soluciones sin

Laminarina constituida por:

-Cacodilato de Na 10 mM, pH 7;
- Cl,Ca 1M;

-Agua destilada

-Producto a analizar

Para las soluciones con Laminarina:
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-Cacodilato de Na 10 mM, pH 7;

- Cl,Ca 1M;

-Agua destilada

-0,2% de Laminarina.

-Producto a analizar

Dejar incubar por 77 minutos a Temperatura ambiente

Transcurrido este tiempo se coloco 50 ul de L-Dopa (3 mg de L-Dopa en 1 ml de
tampon Cacodilato 10 mM) para luego incubar por 10 minutos a temperatura

ambiente protegida de luz.

Esta concentracion del metabolito resultante se determino mediante la absorbancia

leida en el lector de microplacas a una longitud de onda 490 nm.
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Fig. 4: ACTIVIDAD FENOLOXIDASA (PO) FUENTE- CENAIM

LABORATORIO DE INMUNOLOGIA

8.7.3 PROTEINAS TOTALES POR EL METODO DE LOWRY

Se realizo la curva estandar: 0,2,,4,6,8,10,12,14,16,18,20ul con BSA (lug/ul), y

se completo a 20 ul con agua destilada

Diluir 1/50 la muestra de plasma (10 ul en 490 ul de agua destilada).
Llenar la placa por duplicado,
-Agregar 20 pl de solucién mezcla.

- 909 ul de soluciéon A

- 45,5 ul solucion B

- 45,5 ul soluciéon C
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-Incubar 15 minutos
-Colocar 60 pl/hoyo de solucion Folin diluida 1/10 en agua destilada
-Después de 30 minutos leer en el espectrofotometro (A= 540 nm).

Solucion mezcla:

A: 100b de Na2CO3 diluido en Na OH (0,5 N) hasta completar 1 litro
B: 1 g Cu SO4, 5 H20 llevada a 100 ml con agua destilada.

C: 2 g K tartrato de sodio y potasio llevado a 100 ml con agua destilada.

}QTOCOLO DE LOWR%‘L
Llenado con BSA
Preparar disoluciones (curva estandar)

en volumenes

\ Llenado de placa cada hoyo / progresivos:

con un duplicado 246..20ul

de las muestras

y
Solucién mezcla relacién v completar a
15s0l. A, 0,75s0IB, 0,75 solC Agregar 20ul de 20ul “con H20
¢ solucién mezcla dastilada
| A4 Para todos los hoyos
Colocar 60ul/hoyo de folin diluida 1/10 T/
. Incubar X 15 min.
/ 909ul A en H20 destilada
45,5 ul B AN
45,5ulC Esperar el tiempo de reaccion X 30 min de
1ml reaccion (0JO) pierde coloracién amarilla

N\

Leer en espectrofotémetro A=540 nm (Absorcién

Atdmica SOLAAR 969 ThermoElemental)

Sol. A 100g Na2CO3 diluido en Na OH (0,5N 0,5M) hasta completar 1L
Sol. B 1g Cu SO4 5H20 elevado a 100 ml con agua destilada
Sol. C 2g K tartrato de Na y K elevado a 100 ml con H20 destilada

Fig. 5. Protocolo de LOWRY (Proteinas Plasmaticas )
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8.8 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron analizados mediante comparacion de medias a traves cuadros
de diadlogos antiguos (Diagrama cajas y gréaficos lineales), para establecer su
normalidad se utilizd pruebas de estadisticos descriptivos graficos de Q-Q.
Adicionalmente los resultados del analisis es procesado por Analisis de la
Varianza (ANOVA) de un factor (p<0,05) y Fisher del software IBM SPSS

Statistics version 20.

9. ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

9.1 HEMOCITOS TOTALES

“En el camardn la circulacion hemocitos juegan un papel importante en la
inmunidad innata. Muchas moléculas de defensa humorales estan contenidos en
los granulos de hemocitos y la liberacion de los que se estimula por invasion de

patdégenos” (Johansson et al. 2000).

Se analizaron 9 tratamientos con tres dietas harina de pescado, minerales
organicos e inorganicos en diferentes concentraciones, en el cual detallamos los
tratamientos con mejores resultados con la presencia de Hemocitos donde HH

en porcentajes (37,08%) se determinaron en el tratamiento H; mientras que en
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el T-G se obtuvo (60.44%) de HS y para HG en el T-A (9.6%), ademas se indica

el conteo por tipo de Hemocito en las dietas y tratamientos, ver Tabla 7.

Aunque Prieto et al. (2005)

“adicion6

en los diversos tratamientos ajo y

extractos de plantas, cuyo conteo de hemocitos fue superior en T1 al obtener

41,07 + 7,56x10° cel/ml para el siguiente caso el T2 (35,29 + 9,25x10° cel./ml)

obtuvo el conteo més bajo, la variacion de los resultados obtenidos no indica una

diferencia significativa”.

Trat | HP [ MI | MO Hemocitos Porcentaje Hemocitos
% | % | % | N° Hialinos | Semigranulosos | Granulosos Totales Hialinos | Semigranulosos | Granulosos

A 0 [100] 0 1 |7,040,000% | 11,800,000 | 2,090,000° | 21,000,000® | 33,807* 56,582° 9,610°

B 0 | 0 [100| 2 [7170,000% | 10,800,000® | 1,580,000° | 19,600,000 | 36,210 55,720° 8,073°

C 0 | 0 [ 50 | 3 |8220,000° | 12500,000°0 | 1,280,000 | 22,000,000° | 37,257 56,889° 5,854°

D 50 [100| 0 | 4 [7,360,000% | 11,600,000° | 1,160,000° | 20,200,000® | 36,232° 57,555% 5,728°

E 50 | 0 [100 [ 5 | 6,090,000° 9,180,000° 920,000° | 16,200,000° | 37,370° 56,830° 5,8005°
F 50 | 0 | 50 | 6 [6,910,000% | 11,000,000° | 1,000,000° | 19,000,000® | 36,232* 58,342% 5,4255°
G |100[100] 0 [ 7 [ 6,710,000 | 12,100,000? 950,000° | 19,800,000 | 34,549° 60,441° 5,0085°
H [100| o [100 | 8 | 8,760,000° 13,400,000 1,110,000° | 23,300,000° | 37,0817 58,0197 4,8975°
1 00| 0 | 50 | 9 |6,770,000° | 11,100,000® | 1,010,000° | 18,900,000 | 35,725 58,924% 5,3510°
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Letras iguales en la misma columna nos indica que no hay diferencias

significativas entre tratamientos (p>0.05).

TABLA 7. ANALISIS DE TIPOS DE HEMOCITOS Y PORCENTAJES (HH,

HS, HG, HT)

En el grafico 1 Aunque no se observd diferencias significativas estadisticas
(p<0.05) entre los tratamientos, se analiza la cantidad de HH en el T-8 que
contiene como dieta (100% de harina de pescado y mineral organico) y el T- 1
que presentan (0% de HP y 100% MO) respectivamente nos reflejan los mejores
resultados; mientras que el T-5 compuesto por (50% HP y 100% MO) indican

niveles bajos HH.

En lo que respectaa HS el T-8 y T-3 (0% HP y 50% MO) presentan los mayores
niveles de estas células con funciones inmunol6gicas mientras que los niveles mas

bajo de HS T-5 compuesto por (50% HP y 100 MO).

Posteriormente al comparar el HG en el T-1 (0% HP y 100% MI) y T-2 (0% y
100% MO) nos dieron los mejores respuestas, pero el T-E (50%HP y 100% MO)

fue el de menor concentracion.
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“En resultados obtenidos en seis dias de tratamientos se mostraron valores con

41,07x105 hemocitos/ml; una coagulacion de 34,40 s y 4,44x103 UFC/ ml. Pero

para catorce dias posteriores en un segundo periodo evaluando el hemolinfa de L.

vannamei obtuvo los mejores valores (55,76x105 hemocitos/ml; una coagulacion

de 34,20 s y 15,4x103 UFC/ml)”. Navarro et al (2013).

“Los niveles de Hemocitos totales del L. vannamei son de relevante importancia

para observar el efecto defensivo”. (Sung et al. 1994) “en el cual determinaron

efectos positivos en durante procesos experimentales

con bacterias en con

concentraciones de 0,5 y 1.0 mg/ml de glucanos, pero no fue efectivoa 0,25y 2.0

mg/ml de glucanos”.
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Grafico 1. Conteos totales por tipos de Hemocitos presentes en la hemolinfa de
los adultos de L. vannamei durante el trabajo experimental. Donde T-1 (0% HP +
100% M), T-2 (0% HP + 100% MO), T-3 (0% HP+ 50% MO), T-4 (50% HP+
100% M), T-5 (50% HP+ 100% MO), T-6 (50% HP+ 50% MO), T-7 (100%

HP+ 100% M), T-8 (100% HP+ 100% MO), T-9(100% HP+ 50% MO).

9.2 PARAMETROS INMUNOLOGICOS

Dentro del andlisis de los 9 tratamientos de Anidn Superdxido con las tres dietas
harina de pescado, minerales organicos e inorganicos donde las mayores
concentraciones de Actividad Base en pg/ul (52,500 pg/ul) en el T-A, para
Actividad Estimulante (58,667 pg/ul) T-A 'y para O, Base (1,1917 pg/pl) en T-E
En Fenoloxidasa determind buenos resultados en PO Sin La (88,333 pg/ul) en T-1
y PO Con La (93,000 pg/ul) en T-1; mientras que en Proteinas Plasmaticas el

mejor valor se indico en el T-H con (114,620 pg/ul). Ver Tabla 8.
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(G2) (PO) (PM)
Trat HP MI MO Fenoloxidasa Proteina
% % % N° O, Ac.Ba. | O, Ac. St. O, Tasa SinLa |[ConlLa Plasmatica
A 0 100 0 |1 52,500° 58,667° 1,0800° 41,667° | 45,000° |[85,762°
B 0 0 100 |2 46,000° 44,667° 0,9717° 47,000° |50,667° | 100,640°
C 0 0 50 [3 42,333 44,333° 1,0550° 46,667° [50,000° | 92,290®
D 50 100 0 |4 44,333% 44,333° 1,0033° 62,333" | 66,333 | 88,650
E 50 0 100 [5 41,833 49,833° 1,1917° 47,667° |49,667° | 95,168*
F 50 0 50 |6 42,333 44,000a 1,0417° 55,000° [58,333* | 98,688%
G 100 100 0 |7 43,667" 46,667° 1,0683° 49,000 [51,333° | 89,710®
H 100 0 100 |8 43,167 44,333° 1,0250° 53,000° [57,000® | 114,620°
I 00 0 50 |9 43,833 47,000a 1,0717° 88,333 [93,000° | 100,220®
Letras iguales en la misma columna nos indica que no hay diferencias

significativas entre tratamientos (p>0.05)

Tabla 8.Conteos totales en pg/pl de Anidn Superdxido, Fenoloxidasa y Proteinas

Plasmaticas en la hemolinfa de los adultos de L. vannamei durante el trabajo

experimental.

9.3 ANION SUPEROXIDO

“En la actividad fagociticas y antimicrobiana de los hemocitos se produce el anion

superdéxido” (Song & Hsieh, 1994; Mufioz et al., 2000).
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“Cuando se adicionan dosis de 2 mg mL™ de laminarina (B-glucano) se produce
un incremento del anion superdxido de las células hemociticas del anion
superéxido en los hemocitos de las especies” (L. vannamei, schmittiy F.

paulensis), Guertler et al. (2010).

En el gréfico 2 la Actividad base si observamos significancia estadistica (p<0.05)
entre los tratamientos, se analiza la cantidad en pg/pl de O,” Act. Baen el T-1 que
contiene como dieta (0% HP + 100% MI) obtuvo los mejores resultados; mientras

que los niveles mas bajo fue en el T-5 compuesta por (50% HP + 100% MO).

Por otro lado O, Act. St. no se observaron significancias estadisticas (p<0.05)
entre los tratamientos pero se encontré en punto mas alto en el T-1 que contiene
(0% HP + 100% MI) y un punto mas bajo en el T-6 compuesta por (50% HP +

50% MO).

En lo respecta a O,” Tasa encontramos niveles mas alto en el T-5 que contiene
como dietas (50% HP + 100% MO) y un punto mas bajo en el T-2 compuesta por

(0% HP + 100% MO).
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Graéfico 2. Conteos totales en pg/ul de Anidn Superoxido Base, Estimulante y
Tasa presentes en la hemolinfa de los adultos de L. vannamei durante el trabajo

experimental.
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9.4 FENOLOXIDASA

“Los hemocitos del hemolinfa de L. vannamei potenciados con Laminarina (B1,3-
glucano), generaran un incremento en la produccién anién superoxido” (Cérdoba

2002).

En el grafico 3. La Fenoloxidasa aunque no observamos significancia estadistica
(p<0.05) entre los tratamientos, se analiza la cantidad en pg/ul de PO Sin La
reportaron resultados favorables en el tratamiento 9 que contiene (100% HP +
50% MO); mientras que los niveles mas bajo fue en el T-1 compuesta por (0% HP

+100% MI).

Por otro lado los resultados de Fenoloxidasa Con La reportaron resultados
favorables en el tratamiento 9 que contiene (100% HP + 50% MO); mientras que

el punto més bajo nos dio en el T-1 compuesta por (0% HP + 100% MI).

71



1t

TRATAMIENTOS

Gréfico 3. Conteos totales en pg/pl de Fenoloxidasa Sin Laminarina y Con
Laminarina en la hemolinfa de los adultos de L. vannamei durante el trabajo

experimental.

9.5 PROTEINAS PLASMATICA

En el grafico 4 Aunque en Proteinas Plasmaticas si observamos significancia
estadistica (p<0.05) entre los tratamientos, se analiza la cantidad en pg/ul de PM

en el T-8 que contiene como dieta (100% HP + 100% MO) se obtuvo los mejores
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resultados; mientras que los niveles mas bajo fue en el T-1 compuesta por (0% HP
+ 100% MI). “Resultados semejantes han sido detallados en las proteinas

plasmaéticas en juveniles de P. Japonicus” (Rodriguez, 1993).
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Gréfico 4. Conteos totales en pg/ul de Proteinas Plasmaticas en la hemolinfa de

los adultos de L. vannamei durante el trabajo experimental.

9.6 ANALISIS DE PARAMETROS DE MINERALES

Se analizaron en los 9 tratamientos con tres dietas harina de pescado, minerales

organicos e inorganicos donde las mayores concentraciones de minerales en
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mg/kg con el Zn (2,5325 mg/kg) en el T-E mientras que en ele T-H se obtuvo

(2,6225 mg/kg) de Cu, en el T-A se obtuvo (0,9650 mg/kg) de Mn y para él Se en

el T-C nos dio (0,0325 mg/kg), ver Tabla 9.

Trat HP MI MO mg/Kg
% % % N° zn Cu Mn Se

A 0 100 0 1 0,5875° 1,1850° 0,9650° 0,0175°
B 0 0 100 |2 1,0550° 1,6400° 0,8200° 0,0250%®
C 0 0 50 |3 1,2950%® 1,1000° 0,6225° 0,0325°
D 50 100 0 4 0,7100° 1,2200° 0,8075° 0,0225%®
E 50 0 100 |5 2,5325° 2,4900° 0,6950° 0,0250%®
F 50 0 50 |6 1,1125%® 1,3825° 0,8475° 0,0200%®
G 100 100 O 7 1,1275%® 2,3375° 0,8925° 0,0175°
H 100 0 100 |8 0,4950° 2,6225° 0,5775° 0,0150°
1 100 0 50 |9 0,4325" 0,9225° 0,5675° 0,0225%®

Letras iguales en la misma columna nos indica que no hay diferencias

significativas entre tratamientos (p>0.05).

TABLA 9. Conteos totales por mg/kg de minerales organicos e inorganicos

presentes en la hemolinfa de los adultos de L. vannamei durante el trabajo

experimental.
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9.7 MINERALES (Zn, Cu, Mn, Se)

“El zinc es requerido para normal crecimiento, desarrollo y funcion en todas las
especies animales que han sido estudiados. Las funciones del zinc como factor en
varios sistemas enzimaticos y es un componente de un gran nimero de metal o

enzimas” (NRC, 1980).

En el grafico 5 se analiza la cantidad en mg/kg de Zn en el T-5 que contiene como
dieta (50% HP + 100% MO) obtuvo los mejores resultados; mientras que los

niveles mas bajo fue en el T-9 compuesta por (100% HP + 50% MO).

Por otro lado los resultados de Cobre no se observaron significancia estadisticas
entre los tratamientos pero se encontr6 en punto mas alto en el T-8 que
contiene (100% HP + 100% MO) y un punto mas bajo en el T-9 compuesta por

(100% HP + 50% MO).

En lo respecta con el Manganeso encontramos niveles mas alto en el T-1 que
contiene como dietas (0% HP + 100% MI) y un punto méas bajo en el T-9

compuesta por (100% HP + 50% MO).
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Para el Selenio encontramos que los niveles mas altos fue en el T-3 compuesta por
(0% HP + 50% MO); mientras que en el T-8 que contiene como dietas (100% HP

+ 100% MO) se encontrd el punto méas bajo entre los 9 tratamientos usados en el
bioensayo.
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Graéfico 5. Conteos totales en mg/kg de Minerales como Zinc, Cobre, Manganeso
y Selenio presentes

en la hemolinfa de los adultos de L. vannamei durante el
trabajo experimental.
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9.8 RESULTADOS PRODUCTIVOS

Se analizaron en los 9 tratamientos con tres dietas harina de pescado, minerales
organicos e inorganicos donde las mayores concentraciones en gramos a nivel de
produccion en el T-B nos dieron (12,883 g) en la biomasa inicial mientras que en
el T-D tuvo una biomasa final de (41,858 g) en el incremento de biomasa se
obtuvo (29,133 g) en el T-D, en el peso promedio final son dio (4,649 g) en el T-
E, en el consumo del alimento dio como resultado (184,52 g) en el T-G, para la
conversion alimenticia en el T-C nos dio (10,025) pero en el FCR corregida se
obtuvo (3, 6776 g) en el T-E y en el T-G tuvimos la mayor sobrevivencia de

todos los tratamientos analizados, ver Tabla 10.

No hubo diferencias estadisticas (p < 0.05) entre los tratamientos ni hubo

interacciones entre uso harina de pescado o mineral.

Se observaron tendencias positivas en el peso final promedio y FCR con el uso de

100% minerales organicos y 50% harina pescado (Tratamiento E).

Se observaron tendencias positivas en incremento de biomasa y la sobrevivencia

con el uso de 100% Mineral organico.
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Peso

Trat HP MI MO Biomasa Biomasa Incremt. Final consumo Convers. FCR

% % % |N°|Inicial Final Biomasa promedio alimento Aliment. corregida Sobreviv.
A 0 100 0O 1 |12,655° |36,007% 23,352% | 4,236 164,38% | 6,510% 4,1262% 88,33
B 0 0 100 [2 | 12,883 |37,317° 24,433* | 4,146 173,97% | 7,362% 4,4236% 90,00
C 0 0 50 |3 |12,493* |34,195° 21,702¢ | 3,871 174,55% |10,025* | 4,9843% 88,33
D 50 100 0 [4 [12,725* |[41,858° 29,133* [ 4,330 182,45% |6,613% 4,4602% 96,67°
E 5 0 100 |5 |12,640° | 40,292 27,652% | 4,649 165,13% | 5,442% 3,6776° 86,67°
F 5 0 50 |6 |12,173* |35,950° 23,777* | 4,229 171,13% | 7,480% 4,2465% 85,00°
G 100 100 0 |7 | 12,723* | 41,195 28,4722 4,120 184,52* |6,887% 4,6044% 100,007
H 100 0 100 [8 12,703 | 35,867 23,163* | 3,985 173,52 | 7,933 4,5705% 90,00*
| 100 0 50 [9 [12,812° [38,358° 25,547% | 4,110 177,08 | 7,568° 4,4794% 93,33*
Trat HP

%
0 0 12,677% | 35,839° 23,162% | 4,8639° 172,91* | 7,9656* |4,5114° 87,778°
1 50 12,513% | 39,367° 26,854° 4,4090% 178,37 |6,5118* |4,1281° 89,4447
2 100 12,746° | 38,473° 25,727¢ 4,7722% 172,91% | 7,4628°* |4,5514° 94,4447

[ 1]

Trat M

%
1 100 Ml 12,701% | 39,687% 26,986 | 4,4989° 177,12 | 6,6700* | 4,3969° 93,889*
2 100 MO 12,742% | 37,825% 25,083* | 4,5346° 170,87 |6,9123* | 4,2239° 88,889%
3 50 MO 12,493% | 36,168 23,675* |5,0117° 174,26° |8,3578* | 4,5701° 88,889%

Letras iguales en la misma columna nos indica que no hay diferencias

significativas entre tratamientos (p>0.05).

Tabla 10. Resultados productivos de ganancia de peso por tratamiento, FCR y

supervivencia.
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9.9 PORCENTAJES DE CRECIMIENTOS

Estudios realizados por (Molina 2004) “en el cual realizé un reemplazo parcial de
HP por un 50% de harina de lupino en camardn Blanco L. vannamei sin afectar el
crecimiento y la supervivencia >80%, tampoco disminuyé significativamente la

proteina”.

“En la adicion de dietas de proteinas vegetales al bajar del 40% al 20% se
producen una afectacion tanto en la supervivencia como el crecimiento,
considerando que no se debe reducir el nivel de proteina en los primeros estadios

de post-larvas” (Brito 2006).

“Postlarvas alimentadas con mezclas de fuentes de proteina vegetal | incremento
de peso si son alimentadas de manera adecuada, manteniendo los indicadores
metabolicos y el balance energético que alimentados con dietas de origen de

animales marinos” (Gaxiola et al., 2006).

Segun los resultados obtenidos del grafico 6 se inici6 con una biomasa inicial de
12 g de promedio, posteriormente los tratamientos con mejores valores (biomasa

final) fueron T-7, T-4 y T-5 (41,199, 41,89 g y 40,29 g) respectivamente los
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cuales indican mejores tasas de incremento de biomasa en correlacion al periodo

del trabajo experimental.

En lo referente a la supervivencia de los diferentes tratamientos el T-7 que integra
en su dieta (100%HP + 100% MI) se observo que existio mortalidad alguna,
seguido de T-9 (100% HP + 50% MO) con 93,3% de supervivencia, pero no fue

asi para el T-6 (50% HP y MO) donde se redujo un 15% de la misma.

100,000
90,000
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£80,000 -
£70,000

M Biomasa inicial

560,000 -
£ 50,000 - ® Biomasa Final
8 40,000
-5 30,000 W Incremento
g 20,000 Biomas'a '
2 10,000 M Sobrevivencia

0,000

EF
TRATAMIENTOS Hoo

Grafico 6. Biomasa inicial, biomasa final, incremento de biomasa y supervivencia
de juveniles L. vannamei alimentado con dietas experimentales que contienen

diferentes niveles de harina de pescado, mineral organico e inorganico.
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10. DISCUSIONES

Prieto et al. (2005) “efectud una evaluaciones de seis y catorce dias. Para la
primeraen el T1 el conteo total de hemocitos fue mayor en T1 al obtener 41,07 +
7,56x10° cel./ml; mientras el T2 (35,29 + 9,25x10° cel./ml) obtuvo el conteo con
menor células. A pesar de lo anterior, los datos obtenidos no indican una
diferencia significante, al determinar el efecto ocasionado por el tratamiento
control (TO) se obtiene un nivel mayor de hemocitos presente en la hemolinfa
cuyas dietas contenian aditivos adicionales, analizando el ejemplo del ajo y
extractos de plantas, menciona la principal funcion del ajo por la accién
microbiana porque durante los catorce dias el conteo mayor obtenido en el
hemograma mantenia en su dieta ajo fue la que contenia 55,76 + 2,41x10° cel./ml
logré una diferencia marcada con respecto a TO alrededor de un 26,5%”. En este
trabajo los mejores resultados con el Tratamiento # 8 23,3x10° cel/ml que
contiene (100% Harina de pescado + 100% Mineral Inorgénico) en la lectura de

hemaocitos totales.

La potenciacion de los hemocitos de P. vannamei con laminarina ($1,3-glucano),
generd un incremento en la generacion de anion superoxido (Coérdoba 2002);
analizando los resultados observo que utilizando (100% de HP y 50% de MO)
con la adicién de laminarina se incrementd a un 9,3x10* ug/pl de Fenoloxidasa

presente en el hemolinfa y 88.3x10* pg/pl sin la complementacion de Laminarina.
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Evaluando la respuesta oxidativa generada en P. vannamei, se determino la
generacion de anion superoxido en hemocitos activados con B-glucano (0.5 mg/l)
y polisacarido sulfatado (1 ug/l), cuyo proposito era la inmersion adecuada para
la activacion y respuesta de los hemocitos. Resultados descritos por Espinosa et
al (2002), “encontrando valores con tendencia a cero. La generacion de anién
superdxido en hemocitos de camardn se incremento entre 1.5 y 2.0 veces mas que
la respuesta generada por el grupo control de los organismos de analisis”. El
disefio experimental fue in vivo se utilizaron HP, MI, MO, teniendo resultados
favorables con Ml en Act. Base, Act Est. y Tasa (52,500; 58,667 y 1, 08). Donde
se analiza la cantidad en pg/pl de O,” Act. Ba en el T-1 que contiene como dieta
(0% HP + 100% MI) obtuvo los mejores resultados; mientras que los niveles mas
bajo fue en el T-5 compuesta por (50% HP + 100% MO).Por otro lado O, Act. st
no se observaron significancias estadisticas (p<0.05) entre los tratamientos pero
se encontrd en punto mas alto en el T-1 que contiene (0% HP + 100% MI). Al
incluir a O, Tasa se encontrd niveles mas alto en el T-5 que contiene como

dietas (50% HP + 100% MO).

Los mejores resultados en actividad de fenoloxidasa con y Sin Laminarina en el
tratamiento que contenia una dieta de (100% HP + 50 MO); 93,000 y 88,333
po/ul respectivamente, pero se determinaron grandes variantes para la actividad
de la fenoloxidasa de los animales en todas sus aplicaciones; “aunque para los

animales alimentados con dos dosis Phaffia, se obtuvo resultados muy bajos la
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mas uniformes que los demas, con valores significativamente mas bajos (p=0.003)

que los del tratamiento control” segun Garcia (2000) .

Rodriguez et al (2003). “Menciona en un trabajo experiemental luego de termianr
su primer bioensayo que los resultados de concentracion a nivel proteinico se
obtuvieron entre 60 y 100 ug.ul-1, ubicando los menores valores en el T3;
mientras los tratamientos 1 y 2 no existieron diferencias significativas (P> 0.05),
luego los valores para las proteinas plasmaticas se ubicaron entre 45 y 60 ug.ul-1,
el mejor promedio para la adicion de la dieta con 50 % de proteina”. Aunque en
el experimento realizado se encontrd valores significativos en el T.8 y T-2 con
100% MO (114,620 ug/ul y 100,640 ug/ul ) y la mas baja 85,762 ug/ul T-1, al

final del procedimiento experiemental.

Siendo el Selenio es un elemento traza cuya funcion principal como un
componente de la familias de las enzimas llamada Glutationes Peroxidasa la cual
convierte el peroxido de hidrogeno y lipidos hidroperéxidos hacia agua y lipidos
alcoholes. Actua junto con la vitamina E como antioxidante bioldgico para

proteger fosfolipidos poliinsaturados en las membranas celulares y subcelulares.

Sritunyalucksana et al. (2011), examinaron el efecto de la suplementacion de
selenio (Se) en el crecimiento del camar6n y la resistencia a la enfermedad
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después del desafio al Virus del Sindrome de Taura (TSV). Grupos de camarén
blanco del Pacifico (Penaeus vannamei) de una cepa conocida por su sensibilidad
a la TSV se alimentaron con 3 dietas : (1) de alimentacion estandar comercial de
camarén (0,58 ppm de contenido de Se) sin suplementacion de Se (grupo de la
dieta estandar), (2) de alimentacion comercial estdndar mas 0,3 ppm Se inorganica
(Inorg Se-grupo), y (3) de alimentacion comercial estandar mas 0,3 ppm de Se

orgénico (Org Se-grupo) durante un periodo de 5 semanas.

Después del ensayo de alimentacién, la suplementacion de Se orgénico al
alimento de camarones mejord el crecimiento, numero de hemocitos, y la
supervivencia después del desafio a TSV, mientras que él Se inorganico no tuvo
ningun efecto sobre el crecimiento o el nimero de hemocitos y mostré un menor

grado de mejoria en la supervivencia después de la exposicion al TSV.

“Esto podria ser explicado por diferencias en la biodisponibilidad. La
biodisponibilidad de Se obtenido a partir de una fuente organica fue mayor que la
obtenida de una fuente inorgénica de salmén del Atlantico y bagre de canal” (Bell

y Cowey, 1989; Wang y Lovel, 1997).

En el dia 6 después de la exposicion TSV, el nimero de supervivientes en el
grupo Se organico (66,7%) también fue significativamente mas altos que los del

grupo de dieta estandar (13,3%) y Se Inorganico (35,5%). Analisis de RT-PCR
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anidada mostré que el nimero de camarones con infeccién grave en el grupo Se
organico (2/5) era menor que él Se inorganico (4/5) y grupo de dieta estandar

(4/14).

“Un nmero de estudios han demostrado que la suplementacién de Se orgénico de
Se-levadura tiene mayor biodisponibilidad que la Se inorganico” (Beilstein y
Whanger, 1986; Fairweather-Tait, 1997). “El aumento en la absorcién y el
almacenamiento de Se organico es probablemente debido a su incorporacion
directa en proteinas” (Combs Jr, y Combs 1986). “Se ha informado anteriormente
el efecto de Se organico en la mejora del crecimiento en el bagre de canal. Bagre
alimentados con Se procedente de fuentes organicas tuvo un mejor crecimiento
que los alimentados con Se de fuentes inorganicas en niveles 6ptimos pero no a

niveles por encima del requerimiento dieta minima” Gatlin 111, Wilson, 1984).

“Las dietas préacticas contienen ingredientes que son fuentes relativamente rico en
Zinc (por ejemplo, harina de pescado). Sin embargo, para los peces la
biodisponibilidad de Zinc en estos piensos es generalmente muy baja, lo que hace

necesario la suplementacion” (Watanabe et al 1988.).

“La biodisponibilidad del zinc en varias harinas de pescado se ha encontrado a
estar inversamente relacionada con el contenido de fosfato tricalcico de la harina 'y
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por lo tanto es generalmente mas baja en la harina de pescado blanco y un poco
mejor en las harinas de pescado de color marrén” (Watanabe et al. 1988). Las
dietas practicas también pueden contener ingredientes que contienen niveles
relativamente altos de fitato que se ha demostrado a afectar a la biodisponibilidad

de Zinc en una variedad de peces.

Davis y colaboradores (1993) “llevaron a cabo experimentos para determinar el
requisito de zinc en la dieta de Penaeus vannamei y evaluar los efectos del fitato
sobre la biodisponibilidad de zinc. Camarones juveniles (peso promedio 0.058 g)
previamente alimentados con una dieta basal fueron con una de las siete dietas que
contenian zinc (Zn) suplementario (0, 15, 30, 60 mg / kg de dieta) y sin fitato o
suplementos de Zinc (0, 60, 200 mg / kg de dieta) con 1,5 % de fitato de 33 dias
.El aumento de peso fue mayor en camarones alimentados con 15mg Zn / kg

dieta”.

En ausencia de fitato de la dieta, las concentraciones de zinc en el hepatopancreas
de camarones se maximiza cuando el zinc se complement6 niveles mayores que o
iguales a I5 mg Zn / kg de dieta (33 mg Zn total / kg). La suplementacion de 1,5
% de fitato de la dieta no tuvo un efecto significativo sobre el crecimiento peor si
deprimi6 los niveles de zinc en el hepatopancreas. Suplementacion de 200 mg de
Zn [ kg de dieta se requiere para superar la biodisponibilidad deprimida de Zinc

causado por la presencia de fitato de la dieta y volver los niveles de zinc de los
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hepatopancreas a la observada cuando fitato no estaba presente. El ensayo de

digestibilidad mostro que fosforo fitato no estaba disponible para el camarén y la

presencia de fitato deprime la biodisponibilidad de fosforo y zinc.

11. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

El incremento de hemocitos totales en la hemolinfa en adultos de L.
vannamei se logro bajo condiciones de este estudio permitiendo demostrar
resultados positivos adicionando en la dieta alimenticia una mezcla de

100% de Mineral organico y Harina de pescado.

El efecto positivo en anidn superdxido se evidencié en los andlisis con uso
de (50 y 100%) HP y MO respectivamente Tasa, se obtuvo en la Act. base
y Estimulante mejores resultado con la inclusion de (0% HP + 100% MI)

T-A.

Segun los resultados obtenidos el tratamiento (H) (100% mineral
organico) obtuvo la mejor respuesta (p < 0.05) en valores de Proteina
Plasmatica, no obstante el (T-A) que contenia (100% mineral inorganico)
no presenta los nutrientes esenciales para que el organismo pueda producir

mayores niveles proteinicos.
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Para la prueba de Fenoloxidasa sin-La, con adicion de (50% de mineral
orgénico), se comprobd una mejor respuesta en cuanto a la concentracion

de la Proteina plasmatica.

Las interacciones entre la Harina de pescado y Mineral inorganico para el
Zinc y Selenio, evidencié que niveles de (50% de mineral organico)
generan mayores niveles de este mineral de relevante importancia en
respuestas inmunoldgicas existiendo diferencias  estadisticamente
significativas (p < 0.05), equivalente como emplear en tratamientos el (0%
harina de pescado). En cambio para el Zinc, el uso de la fuente mineral al

100% no dio diferencias.

Con relacion al Manganeso en los diferentes tratamientos no presentaron
diferencias significativas para determinar si el incremento o disminucion
este oligoelemento podria generar al impacto a nivel inmunolégico del

animal.

Tendencia positiva en Cu en el tejido en especial en el aumento el
tratamiento con él con la adicion (100% de HP y MO), disminucién de

FCR y la ganancia de peso en los camarones.
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Viabilidad uso minerales organicos bajo condiciones agua fria y etapas

iniciales de cultivo.

Es posible reducir 50 y 100% harina pescado empleando Minerales
orgénicos Yy tener iguales rendimientos productivos y mejorar el costo

dieta.

Se recomienda seguir haciendo pruebas a nivel fisiolégico, inmunolégico,
usando alimento balanceado con adicion de minerales organicos e

inorganicos, en el camaron.

Realizar un anélisis sobre costos y beneficios de los usos de minerales
organicos e inorganicos versus la sustitucion de harina de pescado, a nivel

de produccion en sistemas intensivos.

Probar la adicion de minerales organicos en dietas a base de harina de

soya, quinua, sorgo o algun otro balanceado de origen vegetal.
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ANEXO |

Tablall. HEMOGRAMA DE HEMOCITOS TOTALES

Hemocitos

Tratamiento | Hialinos Semigranulosos Granulosos Totales

1 5,000,000 12,000,000 2,800,000 19,800,000
1 7,000,000 8,600,000 1,200,000 16,800,000
1 5,800,000 10,800,000 1,000,000 17,600,000
1 5,600,000 10,000,000 2,000,000 17,600,000
1 8,800,000 15,600,000 3,000,000 27,400,000
1 5,000,000 12,000,000 2,800,000 19,800,000
1 7,000,000 8,600,000 1,200,000 16,800,000
1 5,800,000 10,800,000 1,000,000 17,600,000
1 5,600,000 10,000,000 2,000,000 17,600,000
1 8,800,000 15,600,000 3,000,000 27,400,000
1 10,600,000 18,400,000 4,400,000 33,400,000
1 6,800,000 13,200,000 1,800,000 21,800,000
1 7,800,000 13,600,000 2,400,000 23,800,000
1 12,200,000 17,600,000 3,800,000 33,600,000
1 10,000,000 16,400,000 2,800,000 29,200,000
1 6,600,000 8,400,000 1,600,000 16,600,000
1 7,000,000 9,600,000 1,600,000 18,200,000
1 5,600,000 9,200,000 1,400,000 16,200,000
1 4,400,000 8,600,000 1,000,000 14,000,000
1 5,400,000 7,800,000 1,000,000 14,200,000
2 7,200,000 13,600,000 2,600,000 23,400,000
2 3,400,000 9,400,000 1,600,000 14,400,000
2 4,800,000 9,200,000 1,000,000 15,000,000
2 10,400,000 14,000,000 2,600,000 27,000,000
2 6,600,000 9,800,000 1,000,000 17,400,000
2 10,000,000 13,400,000 2,800,000 26,200,000
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8,400,000 12,400,000 1,400,000 22,200,000
7,200,000 10,200,000 1,200,000 18,600,000
8,400,000 12,000,000 1,400,000 21,800,000
6,600,000 10,000,000 1,800,000 18,400,000
6,000,000 9,800,000 1,400,000 17,200,000
3,600,000 6,400,000 800,000 10,800,000
6,600,000 10,400,000 2,200,000 19,200,000
5,600,000 9,400,000 1,400,000 16,400,000
6,000,000 8,800,000 1,400,000 16,200,000
6,800,000 9,400,000 1,400,000 17,600,000
8,000,000 11,400,000 1,600,000 21,000,000
7,800,000 10,600,000 1,200,000 19,600,000
10,800,000 14,200,000 1,200,000 26,200,000
9,200,000 11,800,000 1,600,000 22,600,000
7,800,000 11,400,000 1,000,000 20,200,000
5,400,000 10,600,000 1,400,000 17,400,000
8,000,000 11,000,000 1,600,000 20,600,000
13,400,000 18,000,000 2,200,000 33,600,000
7,600,000 11,600,000 1,000,000 20,200,000
5,400,000 8,000,000 1,000,000 14,400,000
10,600,000 14,000,000 1,400,000 26,000,000
12,000,000 15,200,000 1,400,000 28,600,000
8,400,000 11,400,000 1,200,000 21,000,000
9,200,000 11,800,000 1,200,000 22,200,000
7,400,000 13,400,000 1,200,000 22,000,000
8,200,000 16,000,000 1,200,000 25,400,000
6,000,000 15,800,000 1,400,000 23,200,000
9,400,000 14,800,000 1,400,000 25,600,000
6,800,000 14,600,000 1,400,000 22,800,000
8,400,000 11,000,000 1,600,000 21,000,000
7,400,000 10,400,000 1,000,000 18,800,000
6,800,000 9,200,000 1,000,000 17,000,000
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8,200,000 11,200,000 800,000 20,200,000
8,000,000 11,200,000 1,200,000 20,400,000
5,400,000 8,000,000 600,000 14,000,000
10,600,000 14,800,000 1,800,000 27,200,000
6,400,000 9,200,000 600,000 16,200,000
9,000,000 11,000,000 1,200,000 21,200,000
8,800,000 11,800,000 1,800,000 22,400,000
8,200,000 12,200,000 1,400,000 21,800,000
6,200,000 10,000,000 1,000,000 17,200,000
5,800,000 8,200,000 600,000 14,600,000
7,000,000 11,000,000 1,000,000 19,000,000
7,000,000 10,600,000 1,400,000 19,000,000
6,600,000 10,200,000 1,000,000 17,800,000
5,800,000 8,600,000 800,000 15,200,000
7,200,000 11,400,000 1,600,000 20,200,000
6,000,000 10,200,000 1,000,000 17,200,000
5,200,000 8,000,000 1,000,000 14,200,000
9,800,000 18,600,000 1,200,000 29,600,000
5,400,000 10,800,000 1,000,000 17,200,000
9,000,000 14,400,000 1,200,000 24,600,000
8,400,000 18,600,000 1,600,000 28,600,000
9,400,000 15,600,000 1,400,000 26,400,000
4,800,000 7,600,000 1,000,000 13,400,000
9,000,000 12,200,000 1,200,000 22,400,000
5,800,000 9,200,000 800,000 15,800,000
4,000,000 5,800,000 800,000 10,600,000
4,200,000 7,000,000 1,000,000 12,200,000
8,800,000 11,200,000 1,600,000 21,600,000
3,600,000 5,600,000 400,000 9,600,000

5,200,000 8,200,000 800,000 14,200,000
6,400,000 9,400,000 1,200,000 17,000,000
4,800,000 6,200,000 800,000 11,800,000
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5,600,000 9,400,000 1,000,000 16,000,000
8,200,000 13,600,000 1,200,000 23,000,000
7,000,000 11,200,000 1,000,000 19,200,000
7,000,000 10,000,000 800,000 17,800,000
8,600,000 13,200,000 1,000,000 22,800,000
4,000,000 6,400,000 600,000 11,000,000
7,600,000 11,000,000 1,000,000 19,600,000
3,400,000 6,400,000 600,000 10,400,000
5,200,000 8,000,000 800,000 14,000,000
8,600,000 12,000,000 800,000 21,400,000
3,800,000 7,400,000 800,000 12,000,000
4,000,000 6,200,000 600,000 10,800,000
7,000,000 10,200,000 1,000,000 18,200,000
5,600,000 9,200,000 800,000 15,600,000
5,800,000 8,200,000 600,000 14,600,000
3,800,000 6,000,000 600,000 10,400,000
12,000,000 14,400,000 1,000,000 27,400,000
5,000,000 7,400,000 800,000 13,200,000
7,400,000 12,200,000 1,000,000 20,600,000
7,200,000 12,000,000 1,600,000 20,800,000
8,400,000 11,000,000 800,000 20,200,000
5,000,000 9,200,000 1,000,000 15,200,000
5,000,000 8,600,000 800,000 14,400,000
4,600,000 8,600,000 1,000,000 14,200,000
4,800,000 7,800,000 800,000 13,400,000
8,800,000 17,800,000 1,600,000 28,200,000
11,200,000 18,400,000 1,600,000 31,200,000
10,400,000 16,200,000 1,200,000 27,800,000
8,600,000 16,800,000 1,000,000 26,400,000
9,800,000 14,200,000 1,400,000 25,400,000
7,200,000 12,600,000 800,000 20,600,000
7,200,000 14,200,000 800,000 22,200,000
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7,000,000 13,600,000 1,000,000 21,600,000
7,200,000 23,800,000 1,200,000 32,200,000
6,600,000 24,500,000 800,000 31,900,000
6,400,000 9,200,000 800,000 16,400,000
6,000,000 10,600,000 800,000 17,400,000
6,000,000 10,200,000 1,000,000 17,200,000
8,400,000 11,800,000 1,200,000 21,400,000
6,000,000 8,400,000 1,000,000 15,400,000
10,000,000 16,200,000 1,600,000 27,800,000
8,000,000 11,600,000 800,000 20,400,000
5,600,000 9,800,000 800,000 16,200,000
4,800,000 7,400,000 800,000 13,000,000
3,400,000 6,800,000 800,000 11,000,000
7,400,000 11,000,000 1,000,000 19,400,000
4,200,000 8,400,000 800,000 13,400,000
5,000,000 8,400,000 800,000 14,200,000
10,400,000 14,000,000 1,400,000 25,800,000
7,400,000 10,800,000 800,000 19,000,000
6,000,000 10,200,000 1,000,000 17,200,000
8,000,000 12,000,000 1,000,000 21,000,000
5,200,000 9,000,000 1,000,000 15,200,000
10,800,000 14,600,000 1,600,000 27,000,000
6,200,000 9,800,000 800,000 16,800,000
9,200,000 13,000,000 1,200,000 23,400,000
9,600,000 15,600,000 1,000,000 26,200,000
15,200,000 19,000,000 1,400,000 35,600,000
8,400,000 13,600,000 800,000 22,800,000
11,400,000 16,600,000 1,200,000 29,200,000
5,800,000 11,400,000 1,200,000 18,400,000
11,000,000 16,800,000 1,000,000 28,800,000
7,800,000 13,400,000 1,400,000 22,600,000
5,400,000 11,000,000 1,000,000 17,400,000
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7,600,000 13,200,000 1,200,000 22,000,000
7,400,000 10,800,000 1,000,000 19,200,000
14,000,000 20,200,000 1,600,000 35,800,000
6,800,000 9,800,000 800,000 17,400,000
7,400,000 11,400,000 800,000 19,600,000
12,000,000 17,800,000 1,200,000 31,000,000
6,800,000 10,400,000 800,000 18,000,000
5,200,000 9,600,000 1,000,000 15,800,000
7,400,000 11,800,000 1,000,000 20,200,000
9,000,000 13,200,000 1,000,000 23,200,000
6,600,000 11,400,000 800,000 18,800,000
6,800,000 12,400,000 1,000,000 20,200,000
7,200,000 10,200,000 1,000,000 18,400,000
5,600,000 9,200,000 800,000 15,600,000
7,000,000 10,600,000 1,000,000 18,600,000
4,400,000 8,600,000 1,200,000 14,200,000
6,600,000 9,600,000 800,000 17,000,000
6,200,000 10,400,000 800,000 17,400,000
6,600,000 10,400,000 800,000 17,800,000
5,800,000 9,800,000 800,000 16,400,000
5,600,000 8,600,000 800,000 15,000,000
6,600,000 12,200,000 1,200,000 20,000,000
9,200,000 15,600,000 1,600,000 26,400,000
7,400,000 12,600,000 1,000,000 21,000,000
7,000,000 12,400,000 1,400,000 20,800,000
8,400,000 14,200,000 1,400,000 24,000,000
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ANEXO 11

Tablal2. PORCENTAJES DE HEMOCITOS TOTALES

PHH PHS PG
Porcentaje Hemocitos

Hialinos Semigranulosos Granulosos
25.25 60.61 14.14
41.67 51.19 7.14
32.95 61.36 5.68
31.82 56.82 11.36
32.12 56.93 10.95
25.25 60.61 14.14
41.67 51.19 7.14
32.95 61.36 5.68
31.82 56.82 11.36
32.12 56.93 10.95
31.74 55.09 13.17
31.19 60.55 8.26
32.77 57.14 10.08
36.31 52.38 11.31
34.25 56.16 9.59
39.76 50.60 9.64
38.46 52.75 8.79
34.57 56.79 8.64
31.43 61.43 7.14
38.03 54.93 7.04
30.77 58.12 11.11
23.61 65.28 11.11
32.00 61.33 6.67
38.52 51.85 9.63
37.93 56.32 5.75
38.17 51.15 10.69
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37.84 55.86 6.31
38.71 54.84 6.45
38.53 55.05 6.42
35.87 54.35 9.78
34.88 56.98 8.14
33.33 59.26 7.41
34.38 54.17 11.46
34.15 57.32 8.54
37.04 54.32 8.64
38.64 53.41 7.95
38.10 54.29 7.62
39.80 54.08 6.12
41.22 54.20 4.58
40.71 52.21 7.08
38.61 56.44 4.95
31.03 60.92 8.05
38.83 53.40 777
39.88 53.57 6.55
37.62 57.43 4.95
37.50 55.56 6.94
40.77 53.85 5.38
41.96 53.15 4.90
40.00 54.29 571
41.44 53.15 541
33.64 60.91 5.45
32.28 62.99 4.72
25.86 68.10 6.03
36.72 57.81 5.47
29.82 64.04 6.14
40.00 52.38 7.62
39.36 55.32 5.32
40.00 54.12 5.88
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40.59 55.45 3.96
39.22 54.90 5.88
38.57 57.14 4.29
38.97 54.41 6.62
39.51 56.79 3.70
42.45 51.89 5.66
39.29 52.68 8.04
37.61 55.96 6.42
36.05 58.14 5.81
39.73 56.16 411
36.84 57.89 5.26
36.84 55.79 7.37
37.08 57.30 5.62
38.16 56.58 5.26
35.64 56.44 7.92
34.88 59.30 5.81
36.62 56.34 7.04
33.11 62.84 4.05
31.40 62.79 5.81
36.59 58.54 4.88
29.37 65.03 5.59
35.61 59.09 5.30
35.82 56.72 7.46
40.18 54.46 5.36
36.71 58.23 5.06
37.74 54.72 7.55
34.43 57.38 8.20
40.74 51.85 7.41
37.50 58.33 4.17
36.62 57.75 5.63
37.65 55.29 7.06
40.68 52.54 6.78
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35.00 58.75 6.25
35.65 59.13 5.22
36.46 58.33 5.21
39.33 56.18 4.49
37.72 57.89 4.39
36.36 58.18 5.45
38.78 56.12 5.10
32.69 61.54 5.77
37.14 57.14 5.71
40.19 56.07 3.74
31.67 61.67 6.67
37.04 57.41 5.56
38.46 56.04 5.49
35.90 58.97 5.13
39.73 56.16 411
36.54 57.69 5.77
43.80 52.55 3.65
37.88 56.06 6.06
35.92 59.22 4.85
34.62 57.69 7.69
41.58 54.46 3.96
32.89 60.53 6.58
34.72 59.72 5.56
32.39 60.56 7.04
35.82 58.21 5.97
3121 63.12 5.67
35.90 58.97 5.13
3741 58.27 432
32.58 63.64 3.79
38.58 55.91 551
34.95 61.17 3.88
32.43 63.96 3.60
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32.41 62.96 4.63
22.36 73.91 3.73
20.69 76.80 251
39.02 56.10 4.88
34.48 60.92 4.60
34.88 59.30 5.81
39.25 55.14 5.61
38.96 54.55 6.49
35.97 58.27 5.76
39.22 56.86 3.92
34.57 60.49 4.94
36.92 56.92 6.15
30.91 61.82 7.27
38.14 56.70 5.15
31.34 62.69 5.97
35.21 59.15 5.63
40.31 54.26 5.43
38.95 56.84 421
34.88 59.30 5.81
38.10 57.14 4.76
34.21 59.21 6.58
40.00 54.07 5.93
36.90 58.33 4.76
39.32 55.56 5.13
36.64 59.54 3.82
42.70 53.37 3.93
36.84 59.65 351
39.04 56.85 411
31.52 61.96 6.52
38.19 58.33 3.47
34.51 59.29 6.19
31.03 63.22 5.75
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34.55 60.00 5.45
38.54 56.25 5.21
39.11 56.42 4.47
39.08 56.32 4.60
37.76 58.16 4.08
38.71 57.42 3.87
37.78 57.78 4.44
3291 60.76 6.33
36.63 58.42 4.95
38.79 56.90 431
3511 60.64 4.26
33.66 61.39 4.95
39.13 55.43 5.43
35.90 58.97 5.13
37.63 56.99 5.38
30.99 60.56 8.45
38.82 56.47 471
35.63 59.77 4.60
37.08 58.43 4.49
35.37 59.76 4.88
37.33 57.33 533
33.00 61.00 6.00
34.85 59.09 6.06
35.24 60.00 4.76
33.65 59.62 6.73
35.00 59.17 5.83
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ANEXO 11

Tabla 13. PROTEINAS PLASMATICAS

T PM
Tratamientos Proteina Plasmatica (ug/ul )
1 64.04
1 95.46
1 64.63
1 98.8

1 99.39
1 92.25
2 92.25
2 107.13
2 98.14
2 105.23
2 111.18
2 89.93
3 105.46
3 71.36
3 97.13
3 87.96
3 101.54
3 90.29
4 89.75
4 103.92
4 72.79
4 108.68
4 77.01
4 79.75
5 86.54
5 113.68
5 82.25
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1138

98.2

76.54

101.06

84.21

78.68

97.61

101.18

129.39

76.71

116.89

82.79

64.57

96.36

100.94

125.94

126.3

104.27

114.39

105.64

111.18

107.25

86.65

80.7

125.23

84.04

117.43
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ANEXO IV

Tabla 14. ANION SUPEROXIDO

A B C
Tratamiento O, Ac. Ba. O, Ac. St. O, Tasa
1 44 48 1.09
1 45 47 1.04
1 48 45 0.94
1 76 115 151
1 52 52 1
1 50 45 0.9
2 50 47 0.93
2 48 44 0.91
2 44 43 0.98
2 44 44 1.01
2 43 45 1.05
2 47 45 0.95
3 41 46 111
3 42 44 1.04
3 47 42 0.89
3 42 45 1.09
3 41 44 1.09
3 41 45 111
4 45 45 1
4 47 44 0.93
4 42 44 1.07
4 44 44 1
4 44 44 1
4 44 45 1.02
5 41 41 1.01
5 44 43 0.98
5 38 43 111
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42 47 1.14
42 70 1.65
44 55 1.26
44 42 0.95
42 45 1.07
40 43 1.08
42 45 1.07
44 41 0.94
42 48 1.14
41 48 1.16
41 43 1.05
46 46 0.99
43 51 1.19
45 45 1

46 47 1.02
43 47 1.07
44 48 1.08
46 43 0.95
45 44 0.98
39 40 1.03
42 44 1.04
42 44 1.04
41 43 1.06
40 46 1.15
45 49 1.08
49 50 1.02
46 50 1.08
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ANEXO V

Tabla 15. FENOLOXIDASA

SLA CLA
Fenoloxidasa

Tratamiento SinlLa Con La
1 38 40
1 43 46
1 44 49
2 54 58
2 39 40
2 48 54
3 45 47
3 51 52
3 44 51
4 51 58
4 74 79
4 62 62
5 55 57
5 45 46
5 43 46
6 68 73
6 40 41
6 57 61
7 64 65
7 40 41
7 43 48
8 44 46
8 54 60
8 61 65
9 65 64
9 101 106
9 99 109
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ANEXO VI

Tabla 16. MINERALES

Minerales (mg/Kg)

T- Rep. Zn Cu Mn Se

1 0.35 111 1.06 0.02
1 0.44 1.45 0.99 0.01
1 1.27 1.36 0.91 0.02
1 0.29 0.82 0.9 0.02
2 1.66 1.73 0.62 0.02
2 151 1.9 1.04 0.02
2 0.18 1.21 1 0.03
2 0.87 1.72 0.62 0.03
3 0.78 1.23 0.28 0.03
3 131 1.17 1.03 0.03
3 231 1.14 0.63 0.04
3 0.78 0.86 0.55 0.03
4 0.69 1.47 0.81 0.01
4 1.19 135 0.85 0.03
4 0.38 131 0.46 0.03
4 0.58 0.75 111 0.02
5 2.24 1.64 0.84 0.03
5 2.86 5.1 0.66 0.03
5 2.73 1.32 0.71 0.02
5 2.3 1.9 0.57 0.02
6 2.46 1.16 0.6 0.02
6 0.79 1.62 1.07 0.02
6 0.59 1.82 0.94 0.02
6 0.61 0.93 0.78 0.02
7 2.67 2.94 1.05 0.02
7 0.44 0.95 1 0.01
7 0.76 451 0.91 0.02
7 0.64 0.95 0.61 0.02
8 0.5 2.38 0.59 0.01

124



0.23 2.22 0.56 0.02
0.42 411 0.56 0.01
0.83 1.78 0.6 0.02
0.21 0.67 0.5 0.02
0.26 1.08 0.61 0.02
0.62 1.24 0.69 0.02
0.64 0.7 0.47 0.03

125



ANEXO VII

FOTO 4. SIEMBRA DE LAS LARVAS PL 12

FOTO 5. PESCA DE LOS CAMARONES
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FOTO 6. ACLIMATACION DE LOS CAMARONES

FOTO 7. SEP DEL BIOENSAYO
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FOTO 9. ELABORACION DE LAS DIETAS
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FOTO 10. RECAMBIO Y AREACION DEL AGUA

FOTO 11. PARAMETRO FiSICO PH
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FOTO 12. PARAMETRO FISICO TEMPERATURA

FOTO 13. ALIMENTACION
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FOTO 14. SIFONEAR EL SOBRANTE DEL ALIMENTO

FOTO 15. EXTRACCION DE LA HEMOLINFA
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FOTO 16. ANION SUPEROXIDO NBT

FOTO 17. ACTIVIDAD FENOLOXIDASA
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FOTO 18. PROTEINAS PLASMATICAS
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